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Abréviations
Abréviations
Avant-propos :
Les travaux présentés dans le cadre de cette thèse sont basés sur une littérature scientifique écrite en
langue anglaise. Certains des acronymes repris dans ce manuscrit ne sont que rarement utilisés dans
leur  traduction  française ;  leur  utilisation  sera  évitée.  Par  souci  de  cohérence,  l'ensemble  des
acronymes  utilisés  seront  issus  de  l'anglais,  y  compris  les  acronymes  ayant  une  traduction
couramment utilisée en français. La liste d'abréviation qui suit comprend les abréviation les plus
couramment utilisées dans ce manuscrit.
%ID/g (percentage of injected dose per gram) : pourcentage de la dose injectée par gramme
ACS (acute coronary syndrome) : syndrome coronarien aigu
apo : apolipoprotéine
apoE-/- : déficience pour le gène de l'apolipoprotéine E
BAT (brown adipose tissue) : tissu adipeux brun
CACS (coronary artery calcium score) : score calcique coronaire
CAD ou CHD (coronary artery/heart disease) : maladie coronaire
CCTA (coronary computed tomography angiography) : angiographie coronaire par tomodensitométrie
CE (cholesteryl ester) : ester de cholestérol
(t)CEUS ([targeted] contrast-enhanced ultrasound) : échographie de contraste (ciblée)
CIMT (carotid intima media thickness) : épaisseur intima-média carotidienne
CT ([X-ray] computed tomography) : tomodensitométrie
CVD (cardiovascular disease) : maladies cardiovasculaire
DUR : differential uptake ratio
EC (endothelial cell) : cellule endothéliale
ER (endoplasmic reticulum) : réticulum endoplasmique
ECM (extracellular matrix) : matrice extracellulaire
FC (free cholesterol) : cholestérol libre ou cholestérol non estérifié 
FDG : [18F]-fluorodésoxyglucose
HDL (high density lipoprotein) : lipoprotéine de haute densité
IVUS (intravascular ultrasound) : échographique endovasculaire
LDL (low density lipoprotein) : lipoprotéine de faible densité
MRI ([nuclear] magnetic resonance imaging) : imagerie par résonance magnétique (nucléaire)
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Abréviations
OCT (optical coherence tomography) : tomographie par cohérence optique
PET (positron emission tomography) : tomographie par émission de positons
PRR (pattern recognition receptor) : récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires
RCP (radiochemical purity) : pureté radiochimique
SMC (smooth muscle cell) : cellule musculaire lisse (vasculaire)
SPECT (single photon emission computed tomography) : tomographie d'émission monophotonique
SPR (surface plasmon resonance) : résonance des plasmons de surface
SR (scavanger receptor) : récepteur éboueur
SUV : standardized uptake value
TLR (Toll-like receptor) : récepteur de type Toll
TCFA (thin-cap fibroatheroma) : plaque athéromateuse à mince capsule fibreuse
UPR : unfolded protein response
VCAM-1 : Vacular cell adhesion molecule-1
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Introduction générale
Introduction générale
Les maladies cardiovasculaires sont la première cause mondiale de mortalité ; la maladie coronaire
est responsable de près de la moitié de la mortalité cardiovasculaire. La maladie coronaire résulte en
un défaut d'irrigation du myocarde, vascularisé par les artères coronaires. La diminution du flux
sanguin est causé par la présence de plaques d'athéromes dans la paroi des artères coronaires, i.e.
par  l'athérosclérose  coronaire.  Les  plaques  d'athérome  peuvent  causer  une  thrombose  intra-
vasculaire  responsable  d'un  syndrome  coronarien  aigu  pouvant  évoluer  jusqu'à  l'infarctus  du
myocarde. La rupture de la plaque d'athérome vulnérable est la cause majeur de la thrombose intra-
vasculaire. Les travaux développés au cours de cette thèse de doctorat, intitulée Caractérisation et
Imagerie  Moléculaire  de  la  Plaque  d'Athérome :  Études  Pré-cliniques,  portent  sur  l'étude  pré-
clinique de la plaque d'athérome et en particulier sa vulnérabilité. Une première partie porte sur
l'évaluation des contraintes pariétales, responsables de la rupture de plaques, dans un modèle animal
de la pathologie : la souris déficiente en apolipoprotéine E (apoE-/-). La seconde partie porte sur
l'imagerie  moléculaire  de  l'inflammation  au  sein  du même modèle  animal  et  se  décompose  en
l'évaluation  de  peptides  ciblant  la  molécule  d'adhésion  VCAM-1  et  du  fluorodésoxyglucose
radiomarqué au fluor-18 (FDG).
La rupture des plaques d'athérome correspond à la rupture de la capsule fibreuse qui recouvre le
cœur lipidique des plaques. Il s'agit d'un phénomène physique lié à la contrainte mécanique présente
dans la capsule fibreuse, comme le montrent des études  post-mortem réalisées chez des patients
ayant succombé à un infarctus du myocarde causé par la rupture d'une plaque. Un des modèles
d'étude de l'athérosclérose le plus largement utilisé est la souris apoE-/- ; malgré sa popularité, la
répartition et  l’amplitude des contraintes mécaniques s’exerçant dans les lésions athéromateuses
développées par ce modèle expérimental étaient très mal connues à l’initiation de ce travail. Une
première partie de ce travail de thèse porte donc sur l'évaluation de la contrainte mécanique présente
dans la paroi des vaisseaux de souris apoE-/- porteuses de lésions athéromateuses. Cette étude a été
menée en étroite  collaboration avec l'équipe Dynamiques Cellulaire  /  Tissulaire  et  Microscopie
Fonctionnelle (DyCTiM) du laboratoire Techniques de l’Ingénierie Médicale et de la Complexité –
Informatique,  Mathématiques et  Applications,  Grenoble (TIMC-IMAG). À terme, une meilleure
compréhension des phénomènes associés à la rupture de plaques d'athérome pourrait notamment
permettre  l'identification  de  nouvelles  cibles  pertinentes  pour  l'imagerie  de  l'athérosclérose
vulnérable.
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Par ailleurs, la prévention de la maladie coronaire et en particulier du syndrome coronarien aigu
passe  par  l'identification  des  personnes  présentant  des  plaques  d’athérome  vulnérables  et  donc
exposées  au  risque  de  thrombose,  avant  que  ne  survienne  l’accident  coronaire.  Les  plaques
d'athérome vulnérables sont caractérisées par un processus inflammatoire important ; l'identification
de  l'inflammation  dans  la  paroi  des  artères  coronaires  est  donc  potentiellement  un  procédé
diagnostique  efficace.  Dans  cette  optique,  l'utilisation  de  méthodologies  visant  à  imager  le
processus  inflammatoire  apparaît  comme une approche pertinente.  L'imagerie  nucléaire  est  une
méthode d'imagerie fonctionnelle et moléculaire d'une grande sensibilité, ce qui rend cette modalité
d'imagerie particulièrement adaptée  a priori à la visualisation d'un processus biologique tel  que
l'inflammation. Les travaux présentés dans la seconde partie de cette thèse concernent l'imagerie
pré-clinique de l'athérosclérose chez la souris apoE-/- par imagerie nucléaire. Les traceurs évalués
sont  une classe de molécules peptidiques destinées à l'imagerie  de l'inflammation vasculaire  en
ciblant  la  molécule d'adhésion VCAM-1 d’une part,  et  le  FDG d’autre  part,  qui  est  un traceur
métabolique couramment utilisé en médecine nucléaire et décrit chez l'homme pour s'accumuler
dans les cellules inflammatoires présentes dans les plaques d'athérome.
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La  revue  bibliographique  qui  suit  présente  une  brève  introduction  à  la  physiopathologie  de
l'athérosclérose coronaire. Suit une description plus détaillée des processus biologiques impliqués
dans l’initiation et l’évolution de cette physiopathologie. Une attention toute particulière est portée à
la notion de vulnérabilité. La troisième partie de la revue bibliographique traite du diagnostic de la
maladie coronaire et  de la place de l'imagerie.  Les nouveaux outils  développés pour l'imagerie
moléculaire non invasive de l'athérosclérose, en grande majorité encore au stade de l’évaluation
pré-clinique, sont plus largement décrits dans cette partie.
1 Introduction
L'athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique de la paroi artérielle. Cette pathologie
liée au vieillissement ainsi qu'à d'autres facteurs de risques est endémique dans les pays développés.
L'athérosclérose des artères coronaire peut avoir pour conséquence la maladie coronaire. C'est une
maladie  chronique,  cliniquement  silencieuse  pendant  une  grande  partie  de  sa  progression,  et
pouvant  être  responsable  d’événements  coronaires  soudains.  Ces  événements  sont  liés  à  une
thrombose occlusive intra-vasculaire secondaire à la mise en contact des éléments thrombogènes de
la  plaque  et  du  sang.  Celle-ci  survient  en  cas  de  perte  d'endothélium  par  érosion  ou,  plus
fréquemment, suite à la rupture de plaque. L'obstruction de la lumière du vaisseau et l’interruption
de l'écoulement du sang qui en découle sont responsables des conséquences observées au niveau du
myocarde.
 1.1 La maladie coronaire : le problème clinique
L'athérosclérose  est  caractérisée  par  le  développement  de  lésions  caractéristiques  au  niveau  de
l'intima, appelées plaques d'athérome. Dans la classification statistique internationale des maladies
et des problèmes de santé connexes, 10e révision (ICD-10, International Statistical Classification
of Diseases and Related Health Problems), les pathologies cardiaques résultantes de l'athérosclérose
des artères coronaires sont indexées dans la section des cardiopathies ischémiques (I20-25). L'autre
composante  importante  des  maladies  cardiovasculaires  est  représentée  par  les  maladies
cérébrovasculaires (I60-I69), elles aussi en grande partie causées par les plaques d'athérome, en
particulier localisées dans les artères carotides (World Health Organization 2010).
Les maladies cardiovasculaires (CVD,  cardiovascular disease) représentent la première cause de
mortalité à l'échelle mondiale (World Health Organization 2011). En 2008, parmi les 17.3 millions
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de décès d'origine cardiovasculaire, 7.3 millions ont été causés par la maladie coronaire (CAD ou
CHD,  coronary  artery/heart  disease)  principalement  à  la  suite  d'événements  responsables  d'un
syndrome coronarien aigu (ACS, acute coronary syndrome), lié à la présence de plaques d'athérome
coronaires vulnérables (Falk et al. 2013). L'ACS comprend l’angor instable (présentant une atteinte
modérée du myocarde et  une faible  élévation du taux de troponine cardiaque)  et  l’infarctus  du
myocarde, qui peut être classé, suivant l'apparence de l'électrocardiogramme, en infarctus avec ou
sans sus-décalage du segment ST et avec ou sans onde Q (Thygesen et al. 2012). L'angor (stable)
est causé par une diminution du débit sanguin coronaire, liée à la présence de plaques sténosantes ;
ces plaques n'étant pas responsables d'un ACS sont dites stables, cependant elle peuvent présenter
des caractéristiques de plaques vulnérables et potentiellement évoluer et être responsable d'un ACS.
La mortalité associée à l'angor stable est plus faible et la prise en charge mieux maîtrisée que celles
de l’angor instable dans les pays développés (Fox et al. 2006).
Les facteurs de risque cardiovasculaires peuvent être classées en facteurs de risques irréversibles et
en facteurs de risque modifiables (World Heart Federation 2013). Les principaux facteurs de risques
irréversibles  sont  l'âge,  le  sexe  et  les  antécédents  familiaux  de  CVD.  La  prévalence  de  CAD
augmente avec l'âge ; c'est le premier facteur de risque cardiovasculaire, faisant de l'athérosclérose
une maladie liée au vieillissement. Elle est plus importante chez l'homme que chez la femme, et
augmente chez la femme après la ménopause. Enfin, telle que l'atteste une plus forte prévalence
d'événements  coronaires  chez  les  personnes  ayant  des  antécédents  familiaux  de  pathologie
coronaire  mais  aussi  une  différence  inter-ethnique,  l'hérédité  joue  un  rôle  dans  le  risque
cardiovasculaire. Par ailleurs, un certain nombre de facteurs de risque importants peuvent être évités
ou  améliorés  par  des  mesures  hygiéno-diététiques  ou  par  un  traitement  pharmacologique.  Les
dyslipidémies  et  particulièrement  l'hypercholéstérolémie,  l’hypertension  artérielle,  l'obésité,  le
diabète et le tabagisme font partie de ces facteurs de risque modifiables. A ces facteurs de risques,
sont associés des facteurs de risque plus difficilement appréhendables ou non-indépendants tels que
la  sédentarité,  une  mauvaise  alimentation  et  le  stress  ou  d'autres  facteurs  physiologiques.  Les
principaux  facteurs  de  risques  seront  plus  largement  développés  dans  la  partie  traitant  de  la
physiopathologie de l'athérosclérose.
L'évaluation des facteurs de risque d'un individu permet de définir un risque cardiovasculaire. Les
facteurs de risques sont évalués, pondérés et sommés pour obtenir un score de risque, qui en rapport
avec les données épidémiologiques donne la probabilité d'incidence de CVD, typiquement à 10 ans
(e.g. score de risque de Framingham ou SCORE (Perk et al. 2012)).
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Les personnes à haut risque cardiovasculaire sont traitées de façon à réduire les facteurs de risque
par l'adoption de mesures hygiéno-diététiques et l'utilisation de médicaments, notamment visant à
traiter l'hypercholestérolémie (statines), l'hypertension (bêta–bloquants, inhibiteurs de l'enzyme de
conversion), et réduisant le risque de complications thrombotiques (anti-aggrégants plaquettaires :
aspirine et inhibiteurs de P2Y12) (Perk et al. 2012). Les personnes présentant un ACS sont traitées
suivant  des  stratégies  de  revascularisation  médicale  (thrombolyse  et  fibrinolyse),  instrumentale
(angioplastie) ou chirurgicale (pontage aorto-coronarien) (Steg et al. 2012; Hillis et al. 2011) .
 1.2 Étude de l'athérosclérose
L'observation directe, histologique de lésions d'athérosclérose présentant un thrombus mural dans
les artères coronaires a été associée à la mortalité cardiovasculaire. De nombreuses études anatomo-
pathologiques post-mortem ont été menées sur des victimes de CVD et ont notamment permis la
définition des critères de vulnérabilité (Naghavi et al. 2003a; Falk et al. 2013).
En 1948, l'étude Framingham Heart Study a débuté sous la direction du NHLBI (National Heart,
Lung, and Blood Institute) avec pour objectif d’identifier les causes des maladies cardiovasculaires
dont  la  prévalence  augmentait  continuellement  depuis  le  début  du XXème siècle  aux États-Unis
d'Amérique  (Framingham Heart  Study 2013;  Dawber,  Meadors,  et  Moore 1951).  Cette  étude a
rapidement  démontré que l'hypercholéstérolémie et  l'hypertension artérielle sont des facteurs de
risque majeurs d’événements cardiovasculaires  (Kannel  et al. 1961). La poursuite de cette étude
ainsi  que  d'autres  études  épidémiologiques  menées  sur  diverses  populations  ont  permis  de
déterminer l'influence de divers paramètres et facteurs de risques cardiovasculaires sur le risque de
CVD. Au cours des 50 dernières années, un grand nombre d'études cliniques ont été menées sur les
sujets à risque cardiovasculaire afin d'évaluer l'impact de diverses thérapeutiques et interventions ou
tests  diagnostiques.  Pour  ne  citer  que  les  statines,  médicaments  décrits  initialement  comme
inhibiteur  de  la  biosynthèse  de  cholestérol,  26  essais  cliniques  de  grande  envergure  (> 1000
participants suivis sur plus de 2 ans), incluant 169 138 participants, ont été rapportés sur la période
1994 – 2009 (de Lemos et al. 2010; Taylor et al. 2013). Différents critères peuvent être utilisés pour
évaluer  les  thérapeutiques  ou  interventions,  dont  e.g.  la  mesure  de  l'incidence  d'événements
cardiovasculaires majeurs (MACE,  major adverse cardiovascular events) souvent définis comme
regroupant la maladie coronaires (ACS et angor), l'accident vasculaire cérébral et la mort d'origine
cardiovasculaire.
L'hypercholestérolémie  étant  un  facteur  de  risque  modifiable,  ce  facteur  a  été  utilisé  pour
l'établissement de modèles animaux d'athérosclérose via l’administration de régimes spéciaux (Getz
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et  Reardon  2012).  D'abord  chez  le  lapin,  en  combinaison  avec  la  désendothélialisation  et
potentiellement  l'administration  de  substances  pharmacologiques  pour  induire  une  thrombose
(Constantindes  et  Chakravarti  1961),  puis  en  sélectionnant  des  lapins  hypercholéstérolémiques
présentant  spontanément  des lésions de taille importante  (Watanabe 1980).  Ce modèle de lapin
WHHL (Watanabe  heritable  hyperlipidemic)  a  évolué,  avec  la  sélection  des  individus  les  plus
gravement atteints, pour donner un modèle présentant une incidence élevée d'infarctus du myocarde
et  des  caractéristiques  de  plaques  coronaires  vulnérables.  Il  s’agit  alors  du  modèle  de  lapin
WHHLMI (myocardial infarction–prone WHHL rabbit) (Shiomi et al. 2003). 
Il  a été montré que certaines lignées de souris  sont susceptibles à la formation de lésions sous
régimes sévères  (Paigen  et al. 1985), et l’avènement de techniques de manipulation génétiques a
permis  de  créer  des  modèles  murins  mimant  les  hypercholéstérolémies  familiales  sous  fond
génétique  favorable  au  développement  de  plaques  (C57BL/6).  Les  deux  modèles  majeurs
développés sont les souris déficientes pour le gène de l'apolipoprotéine E (apoE-/-) (Piedrahita et al.
1992; Plump et al. 1992) et pour le gène du récepteur au lipoprotéines de faible densité (LDLR-/-)
(Ishibashi  et al. 1993). L'étude de ces animaux, en tant que tels ou en combinaison avec d'autres
modifications génétiques, a permis la réalisations de progrès sensibles dans la compréhension de la
physiopathologie de l'athérosclérose au cours des 20 dernières années, en particulier des processus
physiopathologiques liés à l’initiation et à la progression de l'athérosclérose, en de nombreux points
analogues à ce qui a été observé chez l'homme.
Un certain nombre de différences sont cependant observées entre les modèles animaux les plus
couramment utilisés et la pathologie humaine (e.g. absence d'épaississement de l'intima, différents
profils lipidiques). L'étude des artères coronaires du petit animal est particulièrement difficile du fait
de  leur  faible  diamètre ;  l'étude  du processus  pathologique  porte  donc souvent  sur  d'autres  lits
vasculaires (e.g. aorte de souris). Bien que ce point soit encore controversé, il est généralement
considéré que les lésions murines (tout comme les autres modèles animaux couramment utilisés) ne
présentent pas d’événements athérothrombotiques majeurs spontanés, avec en particulier l'absence
de rupture de plaques, ce qui représenterait une limitation importante aux études s'intéressant à la
vulnérabilité (développée en Partie expérimentale : Biomécanique).
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2 Physiopathologie de l'athérosclérose
L'athérosclérose  est  une  pathologie  de  la  paroi  artérielle  qui  consiste  en  un  développement  de
lésions  caractéristiques.  Les  atteintes  initiales  sont  liées  à  la  dysfonction  de  l'endothélium,  au
passage de lipoprotéines à travers la paroi endothéliale, à leur rétention et à leur oxydation. Ces
phénomènes aboutissent  au recrutement  de divers  types  cellulaires et  en particulier  à  celui  des
cellules inflammatoires. L'inflammation et l’accumulation de lipides dans la paroi artérielle mènent
à la formation d'un cœur lipidique et à la formation de tissu fibreux recouvrant le cœur lipidique : la
capsule fibreuse. À ce stade, ces lésions sont des plaques d'athérome qui peuvent être responsables
d'une thrombose dans la lumière vasculaire.
 2.1 La paroi artérielle
  2.1.1 Relation fonction-structure.
Les artères sont des vaisseaux impliqués dans le transport du sang depuis le cœur jusqu'aux tissus
où elles se ramifient pour former un réseau capillaire. Ce transport s’effectue à haute pression. Dans
le cas de la circulation systémique, la pression à la sortie du ventricule gauche (pression systolique)
est de l'ordre de 120 mm Hg (ou 16 kPa) chez les personnes normotendues. La fermeture de la
valvule sigmoïde aortique, liée à une dépression dans le ventricule gauche secondaire à la relaxation
du myocarde, résulte en une pression nulle. Le débit pulsé à la sortie du cœur est transformé en un
débit continu grâce à l'importante compliance des artères les plus proximales qui jouent un rôle de
réservoir  de  pression ;  ce  phénomène  est  appelé  effet  Windkessel  (O.  Frank  1899;  Westerhof,
Lankhaar, et Westerhof 2009).
La paroi des artères est adaptée à cette double fonction physiologique, avec une structure évoluant
depuis les tronc artériels principaux, fortement élastiques, réservoir de pression, vers des artères
plus  distales,  essentiellement  musculaires,  assurant  la  conduction  à  forte  pression.  Plus  distale
encore,  les  artérioles  représentent  l'essentiel  de la  résistance  vasculaire  et  abaissent  la  pression
sanguine jusqu'à une valeur très faible, compatible avec l'irrigation capillaire  (Burton 1954). Les
artères coronaires naissent au niveau des sinus aortiques droit et gauche à partir de l'aorte thoracique
ascendante  et  irriguent  le  myocarde.  Ce  sont  des  artères  musculaires  qui  présentent  une  forte
capacité à réguler le débit sanguin en fonction des besoins métaboliques (Feigl 1983).
  2.1.2 Structure de la paroi artérielle.
La paroi des artères se compose de trois feuillets concentriques : l’intima, la média et l'adventice
(Figure 1).
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Intima. L'intima, le feuillet le plus interne, se compose de l’endothélium vasculaire et de l'espace
sous-endothélial.  L'épithélium pavimenteux unistratifié est fait de cellules jointives. Les cellules
endothéliales (ECs,  endothelial  cells) assurent l'étanchéité entre le sang présent dans la lumière
vasculaire et le reste de la paroi artérielle grâce aux jonctions serrées. La cohésion entre ces cellules
est assurée par les jonctions adhérentes, présentes sur la face latérale des ECs. Au pôle apical, un
glycocalyx est présent. L'espace sous-endothélial est composé de la lame basale de l'épithélium,
constitué  de  matrice  extracellulaire  (ECM,  extracellular  matrix)  (essentiellement  de  laminine,
fibronectine,  de  collagène  de  type  IV  et  de  protéoglycanes),  mais  aussi,  même  en  condition
physiologique,  d'une certaine épaisseur essentiellement composée de ECM ainsi que d'un faible
pool  de  cellules  musculaires  lisses  résidentes  (SMCs,  smooth  muscle  cells),  dans  les  artères
coronaires humaines. L'épaississement de l'intima, appelé DIT (diffuse intimal thickening) regroupe
en  continuité  l'épaississement  diffus  proprement  dit  et  l'épaississement  excentrique  (intimal
cushion)  présent  au  niveau  des  embranchements ;  ce  phénomène  est  considéré  comme
physiologique (Stary et al. 1992). On distingue deux couches concentriques dans le DIT : la couche
18/274
Figure 1. À gauche, coupe d'artère coronaire issue d'un enfant de 16 mois, fixée à pression physiologique 
et vue par microscopie optique (Stary et al. 1992). L'intima épaissie est constituée d'un endothélium (e) et 
d'un espace sous-endothélial présentant une couche riche en protéoglycanes (pgc) et une couche 
musculo-élastique (me). À l'arrière, la média (M) et l'adventice (A) sont identifiées. À droite, schéma de 
coupe d'artère musculaire sans épaississement intimal.
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riche en protéoglycanes, externe, et la couche musculo-élastique, plus interne, plus riche en SMCs
et en fibres d'élastine. À noter que le DIT est un phénomène lié à l'âge, bien que l'épaississement
excentrique  débute  dès  un très  jeune âge  (Figure 1),  particulièrement  accentué  dans  les  artères
coronaires  (Nakashima  et  al. 2002),  et  qui  n'est  pas  présent  dans  les  modèles  animaux
d'athérosclérose les plus fréquemment utilisés (souris, lapins) (Nakashima, Wight, et Sueishi 2008).
Média. La  média  est  le  feuillet  intermédiaire  des  artères.  Il  est  constitué  d'une  alternance
concentrique  de  feuillets  élastiques  et  de  SMCs  entourés  de  ECM,  le  tout  formant  des  unités
lamellaires ou feuillets  musculo-élastiques  (Clark et  Glagov 1985).  Les  feuillets  élastiques sont
constitués de fibres d'élastine et de fibrilline ; ils sont fortement impliqués dans l'élasticité de la
paroi artérielle. Le feuillet le plus interne et le plus externe, seuls présents dans le cas d'artères de
petit calibre, sont dénommés limitante élastique interne et externe, et constituent les limites de la
média.  À  noter  qu'en  présence  de  DIT,  la  limitante  élastique  interne  est  parfois  difficilement
discernable de la couche musculo-élastique ; elle est parfois considérée comme faisant partie de
l'intima. Les SMCs présentes entre les lames élastiques sont entourées d'éléments d'ECM, constitués
d'une lame basale et d’éléments fibrillaires (collagène de type I et III principalement). Les SMCs
sont  impliquées  dans  la  synthèse des éléments  de ECM. Ces cellules présentent  également  des
propriétés contractiles, et permettent le maintien et la modulation du tonus vasculaire. Les artères
élastiques (aorte  et  principales collatérales proximales)  et  les artères musculaires se distinguent
notamment par leur richesse relative en fibres élastiques et SMCs.
Adventice. L'adventice est le feuillet le plus externe. C'est un tissu conjonctif lâche présentant un
réseau de fibres de collagène ainsi  que des éléments cellulaires (fibroblastes) et  dans lequel on
trouve  des  éléments  vasculaires  (vasa  vasorum)  et  nerveux  impliqués  dans  l'irrigation  et
l'innervation de la paroi artérielle.
Un tissu adipeux périvasculaire, quelquefois assimilé pour partie à l'adventice, forme une couche
plus externe encore, entourant les artères.
 2.2 Les lésions athéromateuses
  2.2.1 Site de développement des lésions
Les  lésions  athéromateuses  se  développent  initialement  à  des  sites  spécifiques  des  artères
susceptibles à l'athérosclérose et présentant un épaississement intimal (Nakashima et al. 2002). Ces
sites privilégiés sont retrouvés principalement aux bifurcations des artères et sur la face interne des
courbures vasculaires. A ces sites, l'écoulement sanguin est perturbé et sort du régime laminaire
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avec pour conséquence une diminution et une irrégularité de la contrainte de cisaillement appliquée
sur  les  cellules  endothéliales,  participant  à  la  dysfonction  endothéliale  reconnue  comme  un
événement précoce de l'athérogenèse  (Gimbrone 1995; Malek,  Alper,  et  Izumo 1999). Dans les
modèles animaux ne présentant pas d'épaississement intimal, une distribution similaire des lésions
est observée (Nakashima et al. 1994).
  2.2.2 Classification des lésions
Sur  la  base  d'observations  anatomopathologiques  de  lésions  coronaires,  une  classification  des
plaques d'athérome a été proposée par l'AHA (American Heart Association) (Stary et al. 1992; Stary
et  al. 1994;  Stary  et  al. 1995;  Stary  2000b).  Les  lésions  sont  classées  suivant  un  ordre
physiopathologique (de I  à VI ou VIII).  Cette  classification présente 3 stades depuis les stades
précoces I à III, correspondant à un épaississement intimal (intimal thickening) considéré comme
non pathologique, à des stries lipidiques (fatty streak) et à des lésions intermédiaires (intermediate
lesions),  respectivement.  Les stades IV à VI (ou à  VIII)  correspondent  à des lésions  avancées,
pouvant être responsable de signes cliniques. Le stade IV décrit des plaques d'athérome (atheroma),
présentant  un  cœur  lipidique  extra-cellulaire  confluent  ainsi  qu'une  capsule  fibreuse.  Le  stade
suivant comprend 3 types de lésions, en fonction de l'importance de la fibrose et des dépôts de
calcium au sein de ces  plaques :  les  lésions  fibroathéromateuses  (fibroatheroma,  Va ou V),  les
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Figure 2. Différentes étapes de la progression de l'athérosclérose suivant la classification de l'AHA (Stary 
et al. 1995).
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lésions calcifiées (calcified plaque, Vb ou VII)  et les lésions fibreuses (fibrous plaque, Vc ou VIII).
Enfin, les lésions de type VI correspondent à des lésions compliquées (complicated plaque) pouvant
présenter une rupture de la capsule fibreuse, des hémorragies intra-plaque et une thrombose (Figure
2) ; ces lésions sont donc impliquées dans les ACS. A noter que si les lésions calcifiées ou fibreuses
sont peu sujettes à la rupture (évolution vers le stade VI), ces lésions peuvent présenter un caractère
sténosant, d'où leur implication dans l'angor.
La présence de thrombose murale sans discontinuité (rupture) dans la capsule fibreuse a également
été observée (van der Wal et al. 1994; Farb et al. 1996), correspondant à un autre type de plaques
vulnérables mais non sujettes à la rupture. Pour rendre compte de cet état de fait,  une nouvelle
classification  a  été  proposée  (Virmani  et  al. 2000).  L'érosion  peut  être  observée  au  niveau  de
plaques  fibroathéomateuses  ou  de  lésions  présentant  un  épaississement  intimal  pathologique
(Figure 3).  Cette  classification  introduit  également  la  notion  de  nodule  calcifié,  pouvant  être
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Figure 3.  Spectre de lésions d'atherosclérose coronaire chez l'homme suivant la classification proposée 
par Viramni et al. (Virmani et al., 2000) . EL : Lame élastique ; NC : cœur lipidique ; FC : capsule 
fibreuse ; Th : thrombus ; Ca2+ : calcifications. (Kolodgie et al. 2012)
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responsable  de  la  vulnérabilité  des  plaques,  bien  que  des  études  récentes  suggèrent  que  ce
phénomèns soit marginal  (Xu et al. 2012). Une méta-analyse récente analysant rétrospectivement
les données de 22 études s’intéressant à des plaques coronaires présentant une thrombose murale
responsable d'un infarctus du myocarde fatal a montré que 73 % des décès sont associés à une
rupture de plaque, soulignant l'importance clinique de ce phénomène (Falk et al. 2013).
Enfin,  cette  classification  introduit  la  notion  de  lésions  fibroathéromateuses  à  mince  capsule
fibreuse (TCFA, thin-cap fibroatheroma), équivalentes à des lésions de type IV-Va particulièrement
sujettes à la rupture en raison de la faible épaisseur de la capsule fibreuse.
 2.3 Initiation de l'athérosclérose
L'athérogénèse  implique  une  dysfonction  endothéliale  ainsi  que  la  rétention  et  l'oxydation  de
lipoprotéines. Comme présenté dans la revue par Stocker et Keaney (Stocker et Keaney 2004), ces
événements initiateurs référent, suivant leur importance relative et leur séquence temporelle dans le
développement  de  la  pathologie,  aux  hypothèses  athérogéniques  de  réponse  à  la  lésion
(endothéliale, response-to-injury hypothesis) i.e. désendothélialisation (Ross et Glomset 1973) ou –
plus pertinent d'un point de vue physiopathologique – de dysfonction ou activation endothéliale
(Ross 1993; Ross 1999), de réponse à la rétention (de lipoprotéines dans l'espace sous-endothélial,
response-to-retention hypothesis) (K. J. Williams et Tabas 1995; Tabas, Williams, et Borén 2007) et
de la modification oxydative (des lipoprotéines, oxyiative modification hypothesis) (Steinberg 1989;
Witztum 1994;  Chisolm et  Steinberg  2000;  Steinberg  2009).  Dans  tous  les  cas,  l'initiation  de
l'athérosclérose  est  caractérisée  par  une  réponse  inflammatoire  associée  au  recrutement  de
leucocytes en présence de lipoprotéines modifiés et par l'accumulation de lipides par les cellules de
l'intima, donnant des cellules spumeuses.
  2.3.1 Dysfonction endothéliale
L'endothélium joue un rôle majeur de barrière de l'espace vasculaire et il est fortement impliqué
dans la régulation de l'homéostasie vasculaire en participant à la régulation du tonus vasculaire, de
l'hémostase,  de  l'inflammation  et  de  la  prolifération  des  cellules  de  la  paroi  vasculaire.  La
dysfonction endothéliale est une altération fonctionnelle de l'endothélium, caractérisée notamment
par une altération de la réponse aux facteurs induisant une vasodilatation endothélium-dépendante.
Elle correspond à une activation de l'endothélium d'un état quiescent à un état pro-inflammatoire,
caractérisé notamment par une diminution de la biodisponibilité du monoxyde d'azote (ou oxyde
nitrique,  NO)  et  un  stress  oxydant.  La  dysfonction  endothéliale  est  observée  dans  les  zones
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présentant  une  perturbation  du flux,  en  présence  de  lipoprotéines  oxydées  et  de  médiateurs  de
l'inflammation. En dehors de la perturbation de la vasodilatation, la dysfonction endothéliale est
impliquée dans d'autres processus liés à l'initiation de l'athérosclérose notamment la réponse fibro-
proliférative  (à  l'origine  du  remodelage  vasculaire),  l'oxydation  des  lipoprotéines,  l'activation
plaquettaire,  le  recrutement  de  cellules  inflammatoires  et  l'augmentation  de  la  perméabilité
vasculaire (Gimbrone et al. 2000).
   2.3.1.1 Mise en évidence de la dysfonction endothéliale
L'acétylcholine  induit  la  production  de  NO  par  les  ECs,  tandis  qu’elle  est  responsable  de  la
vasoconstriction des  SMCs;  la  réponse  vasodilatatrice  liée  au  NO  est  plus  importante  que  la
vasoconstriction  induite  directement  sur  les  SMCs  (Furchgott  et  Zawadzki  1980).  En  cas  de
dysfonction endothéliale, le déficit de production de NO en réponse à l'acétylcholine mène à une
vasoconstriction dite  paradoxale en réponse à  l'acétylcholine ;  c'est  ce qui  est  observé dans les
artères coronaires présentant des plaques d'athérome identifiées par angiographie  (Ludmer  et al.
1986). Cependant, il a également été montré que la dysfonction endothéliale précède l'apparition
des plaques, ce qui en fait un phénomène précoce dans l'athérosclérose  (Celermajer  et al. 1992;
Ross 1999).
   2.3.1.2 Contrainte de cisaillement et homéostasie vasculaire
La contrainte de cisaillement est une grandeur représentant une force (liée à l'écoulement et à la
viscosité du sang) par unité de surface, appliquée tangentiellement à la surface de l’endothélium
dans le sens du flux ; de façon équivalente, cette grandeur peut aussi être définie comme le produit
du gradient de vélocité et de la viscosité du sang à la surface de l'endothélium. Cette grandeur est
homogène à une pression et s’exprime dans le système international d'unité en N/m2 ou Pa ; elle est
fréquemment exprimée en dynes/cm2 (1 Pa = 10 dynes/cm2). Dans les zones rectilignes du système
artériel, l'ordre de grandeur de la contrainte de cisaillement est de 15 – 20 dynes/cm2 (Malek, Alper,
et  Izumo 1999).  Les  mécano-senseurs,  récepteurs  sensibles  à  la  contrainte  de cisaillement  et  à
l'origine de la mécano-transduction, sont des structures impliquées dans l'adhérence cellule-cellule
et cellule-ECM (intégrine, protéines des jonctions serrées et adhérentes) ainsi que d'autres structures
membranaires (canaux ioniques, récepteurs)  (Nitzan Resnick  et al. 2003; Chatzizisis  et al. 2007;
Chiu  et  Chien  2011) et  sont  liés  à  des  voies  de  signalisation  responsables  de  régulations
transcriptionnelles  via des facteurs trans régulateurs (e.g. SREBP1,  shear stress response element
binding protein 1, Sp1, specificity protein 1, AP1, activator protein-1, NF-κB, nuclear factor- κB,
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des éléments cis régulateurs positifs et négatifs appelés SSRE (shear stress response element)  (N.
Resnick et al. 1993; Nitzan Resnick et al. 2003).
En conditions physiologiques, la présence de l'endothélium vasculaire assure l'homéostasie de la
paroi vasculaire, notamment avec la production de monoxyde d'azote (NO) (Furchgott et Zawadzki
1980; Palmer, Ferrige, et Moncada 1987; Ignarro et al. 1987). La production de NO par les cellules
endothéliales est sous le contrôle de la NO synthase endothéliale (eNOS,  endothelial nitric oxide
synthase)  (Palmer  et  Moncada 1989) et  s'effectue  à  partir  de la  L-arginine en présence de co-
facteurs dont la tétrahydrobioptérine (BH4) et implique la liaison au complexe calcium-calmoduline
(Ca2+-CaM) (Förstermann et Münzel 2006).
Dans les conditions de flux laminaire, la production basale de NO (P. F. Davies 1995) met en jeu la
phosphorylation de la eNOS par l'Akt  (Fulton  et al. 1999; Dimmeler  et al. 1999) et l'interaction
entre la eNOS et le complexe Ca2+-CaM. Le complexe Ca2+-CaM se forme avec l'entrée de Ca2+ liée
à l'ouverture des canaux calciques dans les conditions de flux laminaire (Fleming 2010).
Le NO joue un rôle majeur dans le maintien d'un état non inflammatoire et quiescent des ECs (De
Caterina et al. 1995). Cet effet est pour partie attribuable à la régulation post-traductionnelle d'un
grand nombre de protéines, par S-nitrosylation  (Stamler, Lamas, et Fang 2001), et notamment la
régulation  des  facteurs  de  transcription  nucléaire   NF-κB  –  en  favorisant  l'expression  de  son
inhibiteur endogène IκB (De Caterina et al. 1995) – et AP-1 (Deanfield, Halcox, et Rabelink 2007). 
D'autres  médiateurs sont également  sécrétés  par l'endothélium en conditions physiologiques.  La
prostacycline (ou prostaglandine I2, PGI2) est produite à partir de la prostaglandine H2, issue de
l'acide arachidonique sous l'action de cyclo-oxygènases (COX) (Dubois et al. 1998). L'endothélium
fonctionnel  produit  également  l'activateur  tissulaire  du  plasminogène  (tPA,  tissue  plasminogen
activator) qui clive la fibrine et donc prévient l'activation plaquettaire. Plus récemment, il  a été
montré que des microRNA, notamment miR-143 et miR-145 sont sécrétés et impliqués dans une
signalisation paracrine (Cordes et al. 2009; Neth et al. 2013).
   2.3.1.3 Activation des cellules endothéliales
Les cellules endothéliales sont activées en réponse à plusieurs stimuli, y compris la perturbation du
flux, la présence de lipides oxydés et des stimuli inflammatoires.
Perturbation du flux. La présence de géométries variables, tel qu'observé dans les courbures ou les
bifurcations,  est  responsable  de  variations  dans  la  contrainte  de  cisaillement.  La  présence  de
contraintes de cisaillement faibles (< 5 dynes/cm2) et oscillantes est responsable d'une perturbation
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de la fonction endothéliale  (Zarins  et al. 1983; Ku  et al. 1985). Ce phénomène est, pour partie,
attribué à la diminution de la production de NO par perturbation de la signalisation Akt (Dimmeler
et al. 1999), à la diminution de la concentration intra-cellulaire en Ca2+ et donc du complexe Ca2+-
CaM ou encore à  la  perturbation du transport  entre  domaines  subcellulaires  (Fleming 2010) et
notamment la phosphorylation de la eNOS par la protéine kinase C (PKC) (Fleming et al. 2001) et
son association à la cavéoline-1, qui antagonise la liaison au complexe Ca2+-CaM (Garcı́a-Cardeña
et al. 1997).
En dehors de la diminution du NO et de l'augmentation du stress oxydant, un grand nombre d'autres
modifications sont observées en conditions de perturbation du flux ; elles affectent la signalisation
de divers facteurs (Chatzizisis et al. 2007; Chiu et Chien 2011; Neth et al. 2013).
Lipides  modifiés. Il  a  été  montré  que  les  LDL modifiés  sont  responsables  de  l'activation  de
l'endothélium ; il  a notamment été montré que l'expression par les ECs de molécules d'adhésion
(e.g.  VCAM-1  (J.  A. Kim  et al. 1994)),  de chimiokines  et  de cytokines pro-inflammatoires  est
augmentée  en  présence  de  LDL  modifiés  (Berliner  et  al. 1995).  Ces  effets  sont  liés  à  la
reconnaissance  des  LDL modifiés  qui  implique  le  récepteur  LOX-1  (Lectin-like  oxidized  LDL
receptor-1) et à la signalisation en aval (Sawamura et al. 1997; J. L. Mehta et al. 2006).
Inflammation. D'autres  stimuli,  notamment les cytokines pro-inflammatoires,  ont  également  été
associés à la dysfonction endothéliale. Il a été montré que divers médiateurs de l'inflammation e.g.
les  cytokines  pro-inflammatoire  TNF,   IL-1β,  mais  aussi  la  chimiokine  MCP-1  (Monocyte
Chimoattractant Protein 1) et le facteur tissulaire (TF, tissue factor) peuvent favoriser divers aspects
de la dysfonction endothéliale (Raines et Ferri 2005), notamment et pour partie via la signalisation
pro-inflammatoire NF-κB (Sima, Stancu, et Simionescu 2009).
La présence de stress oxydant,  fortement potentialisée avec la signalisation pro-inflammaoire,  a
aussi été associée à une activation de la voie NF-κB, notamment par activation du complexe IKK
(IκB kinase) impliqué dans la dérépression de NF-κB par l'inhibiteur de κB (IκB)  (Gareus  et al.
2008), ainsi que par modification post-transcriptionnelle des sous-unités de NF-κB et d'autres co-
facteurs (Ghosh et Hayden 2008).
Rôle du stress oxydant.  L'activation de l'endothélium conduit à une augmentation des espèces
réactives de l'oxygène (ROS, reactive oxygen spices) par plusieurs voies, notamment par activation
de la xanthine oxydase (XO) et de la NADPH oxydase (NOX), en aval de la signalisation NF-κB
(Hwang et al. 2003; Lassègue et Griendling 2010).
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La présence de ROS, et en particulier de l'anion superoxyde (O2∙-) participe à la diminution de la
biodisponibilité du NO. Cet effet  est  lié à l'interaction entre le NO et l'anion superoxyde (O2•-)
(Gryglewski, Palmer, et Moncada 1986) qui induit la formation de peroxyde nitrique (ONOO-) ;
l'effet direct est une diminution de la biodisponibilité du NO (Harrison 1997; Hsiai et al. 2007). En
effet, le ONOO- est responsable de l'oxydation de diverses cibles, y comprise le BH4, co-facteur de
la eNOS (Szabó, Ischiropoulos, et Radi 2007). La réduction de la biodisponibilité du BH4 entraîne
le  découplage  de  la  eNOS,  responsable  d'une  diminution  de  la  synthèse  de  NO  et  d'une
augmentation de la synthèse de O2•- (Laursen et al. 2001; Landmesser et al. 2003). Le ONOO- est
responsable de l'inactivation de la diméthylargininase (DDAH) ce qui conduit à l'augmentation de la
concentration  en  diméthylarginine  asymétrique  (ADAM),  inhibiteur  de  la  eNOS  (Wadham  et
Mangoni 2009).
En dehors de l'effet médié par la diminution de la biodisponibilité du NO, les ROS présentent une
action  directe  sur  la  dysfonction  endothéliale  et  l'inflammation  ainsi  que  sur  le  remodelage
vasculaire  via l'activation de la signalisation NF-κB  (Anrather, Racchumi, et Iadecola 2006). De
plus, il a été montré que le ONOO- est aussi responsable de l'inactivation d'enzymes antioxydantes
(GSR, GRX, SOD) (Szabó, Ischiropoulos, et Radi 2007), augmentant ainsi la quantité de ROS.
   2.3.1.4 Conséquences de l'activation de l'endothélium.
L'endothélium activé est caractérisé en premier lieu par une diminution de la biodisponibilité du NO
et une production de ROS. La production de ROS résulte  de l'activation de plusieurs enzymes
(NOX, XO), du découplage de la eNOS, et  de l’inactivation  d'enzymes antioxydantes.  D'autres
enzymes,  notamment  les  lipoxygénase  (LO),  impliquées  dans  l'oxydation  des  lipides,  sont
également  activées. Une  production  de  cytokines  pro-inflammatoire  (IL-1β),  de  facteurs  de
croissance, de chimiokines (MCP-1), et l'expression de molécules d'adhésions (P- et E-sélectine et
VCAM-1  et  ICAM-1)  survient  également.  D'autres  facteurs  que  le  NO,  impliqués  dans  la
vasodilatation et le maintien des SMCs à l'état quiescent, sont également diminués, notamment la
prostacycline (PGI2),  tandis  qu'il  y  a  augmentation des  facteurs  vasoconstricteurs  stimulant  les
SMCs,  notamment  l'endothéline-1  (ET-1),  la  prostaglandine  H2 (PGH2)  et  le  thromboxane  A2
(TXA2) ;  la  synthèse  de  ces  prostanoïdes  implique  les  cyclo-oxygènases  (COX)  qui  génèrent
également des ROS. Une augmentation de la prolifération et une augmentation de la susceptibilité à
l'apoptose sont également obsrvées. Ces effets sont largement imputables aux signalisations pro-
inflammatoires NF-κB et AP-1 (Gareus et al. 2008).
L'activation des cellules endothéliales est responsable de plusieurs processus majeurs développés ci-
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après et liés à l'athérogénèse et plus largement à l'athérosclérose, dont : 1) une augmentation de
l'inflammation,  liée  au  recrutement  leucocytaire  et  à  l'activation  plaquettaire,  qui  implique
l'augmentation de la signalisation des chimiokines et l'expression de molécules d'adhésion, ainsi que
l'expression  directe  de  facteurs  pro-inflammatoires  par  les  ECs ;  2),  une  augmentation  de
l'oxydation des lipoprotéines,  notamment liée à la production de ROS, mais aussi  à l'activation
d'enzymes oxydantes ; 3) une augmentation de la perméabilité vasculaire aux lipoprotéines, liée à
l'augmentation de la prolifération des ECs ; 4) une altération de la vasoréactivité et une stimulation
des  plaquettes  et  des  SMCs,  responsables  d'une  réponse  fibro-proliférative,  associée  à  la
perturbation de la signalisation du NO et des autres facteurs dérivés de l'endothélium.
  2.3.2 Lipoprotéines : rétention et oxydation
L'hypercholestérolémie est un facteur de risque majeur de l'athérosclérose qui reflète l'importance
du rôle  des  lipoprotéines et  du métabolisme lipidique dans la  pathologie athérosclérotique.  Les
lipoprotéines  pro-athérogéniques  se  trouvent  en  concentration  importante  dans  les  zones
susceptibles à l'athérosclérose. Ceci est du à un transport de ces particules, lié à leur concentration
plasmatique importante et à la perméabilité de l'endothélium , ainsi qu'à leur rétention à ces sites. La
conséquence  majeure  de  cette  rétention  est  la  modification  oxydative  des  lipoprotéines,  leur
conférant des propriétés immunogéniques et pro-inflammatoires.
   2.3.2.1 Lipoprotéines et métabolisme du cholestérol
Les  lipoprotéines  sont  des  particules  lipophiles  présentes  dans  le  sang  et  impliquées  dans  le
transport de substances lipophiles, notamment du cholestérol et des triglycérides.
    i) Nature des lipoprotéines
Les lipoprotéines sont des particules composées d'un cœur hydrophobe contenant des triglycérides
(TG) et esters de cholestérol (CE, cholesteryl esters) et d'une membrane amphiphile constituée de
phospholipides, de cholestérol libre (FC, free cholesterol) et des protéines appelées apolipoprotéines
(apo).  Elles  sont  classées  suivant  leur  densité,  qui  reflète  leur  composition,  et  suivant  les
apolipoprotéines  qui  entrent  dans  leur  constitution.  Globalement,  deux  classes  de  particules
présentant des effets pro- et anti-athérogéniques sont décrites.
Les lipoprotéines de haute densité (HDL, high density lipoprotein) sont anti-athérogènes en raison
de leur implication dans le transport inverse du cholestérol (Fielding et Fielding 1995; Khera et al.
2011). Ces particules consistent en une association, de faible stabilité  in vivo, d'apolipoprotéine,
principalement  l'apoA-1,  synthétisée  par  le  foie  et  l'intestin,  et  de  lipides,  principalement  du
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cholestérol.
Les lipoprotéines à apoB, aussi définies comme le cholestérol non-HDL, sont pro-athérogéniques
(Pischon  et al. 2005). Les lipoprotéines de faible densité (LDL,  low density lipoprotein) sont les
particules  majoritaires  de  cette  classe,  mais  l'on  trouve  aussi  les  VLDL  (very  low  density
lipoprotein),  les  IDL  (intermediate  density  lipoprotein),  les  chylomicrons,  les  rémanents  de
chylomicrons, et les lipoprotéines(a) se distinguant des LDL par la présence d'apolipoprotéine(a),
un homologue du plasminogène, liée à l'apoB. Les chylomicrons et les VLDL sont des lipoprotéines
riches  en  triglycérides  tandis  que  les  autres  particules  sont  enrichies  en  cholestérol.  Les
lipoprotéines à apoB sont souvent assimilées aux LDL, qui est  le principal constituant de cette
classe et le plus étudié.
    ii) Métabolisme du cholestérol.
Le métabolisme des lipoprotéines est  présenté en Figure 4.  Succinctement,  les lipides exogènes
(alimentaires) s'assemblent avec l'apoB-48 pour former des chylomicrons. Sous l'action des lipases,
les chylomicrons sont dégradés et les acides gras sont utilisés comme substrat énergétique par les
tissus ; les rémanents des chylomicrons sont captés par le foie via l'interaction entre apoB-48 ou
apoE et le récepteur aux LDL (LDLR) ou LRP1 (Low density lipoprotein receptor-related protein
1). Les lipides endogènes s'assemblent avec l'apoB-100 pour former des VLDL qui sont dégradés
par les lipases en IDL et captés, pour partie par le foie via le récepteur aux LDL (LDLR)  ; les
particules non captées deviennent, sous l'action de la lipase hépatique, des LDL. L'apolipoprotéine
A-1  est  sécrétée  par  l'intestin  et  le  foie  et  s'assemble  avec  du  cholestérol  sous  l'action  du
transporteur ABCA1 (ATB-Binding Casset A1) pour former des HDL naissantes. Dans les tissus
périphériques, les HDL naissantes et matures participent à l'efflux de cholestérol en interagissant
avec  les  transporteurs  ABCA1  et  ABCG1  respectivement,  notamment  exprimés  dans  les
macrophages sous le contrôle du facteur de transcription LXR (Liver X Receptor). Le cholestérol
libre des HDL naissantes est estérifié par la lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT) formant
des HDL matures qui permettent le retour du cholestérol au foie directement via l'interaction avec le
récepteur éboueur SR-B1 (scavanger receptor  B1,  alias SCARB1) ou par transfert de cholestérol
depuis  les  lipoprotéines  à  apoB100  via  la  protéine  de  transfert  de  cholestérol  (CETP,
cholesterylester transfer protein) (Rader et Daugherty 2008; Lusis et Pajukanta 2008).
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Chez l'homme, les valeurs normales – utilisées pour déterminer l'âge vasculaire (D’Agostino et al.
2008) – sont de 180 mg/dL de cholestérol total et 45 mg/dL de HDL, soit 135 mg/dL de cholestérol
non-HDL ou  115 mg/dL de  cholestérol  LDL,  les  deux  valeurs  étant  équivalent  en  termes  de
prédiction  du  risque  cardiovasculaire  (Robinson  et  al. 2009).  Les  recommandations  récentes
plaident en faveur d'une réduction du cholestérol LDL à des valeurs < 100 mg/dL (ou 2.5 mmol/L)
(Perk  et  al. 2012).  Il  est  intéressant  de  noter  que  ce  profil  lipidique  varie  avec  les  espèces.
Notamment chez la souris, le niveau de cholestérol sanguin est bien plus faible et essentiellement
constitué de HDL, ce qui est notamment lié à l'absence d'activité de transfert de CE chez la souris
(Dietschy et Turley 2002), mais aussi à la présence de apoE au niveau des LDLs de souris facilitant
leur élimination hépatique (Skålén et al. 2002).
   2.3.2.2 Perméabilité aux lipoprotéines
L'endothélium vasculaire est perméable aux lipoprotéines, en particulier de faible diamètre ; cette
perméabilité met en jeu des mécanismes actifs de passage trans-endothélial sujets à régulation.
    i) Passage trans-endothélial
Le transport  des  lipoprotéines  à  travers  la  membrane  endothéliale  est  un  processus  régulé  qui
s'effectue par les voies paracellulaire et transcellulaire. Ces voies mettent en jeu des mécanismes de
régulation de l'adhérence cellulaire  entre  ECs et  de transport  vésiculaire,  avec un certain degré
29/274
Figure 4. Métabolisme des 
lipoprotéines humaines.
Les LPs riches en TG issues de 
l'intestin (chylomicrons) et du foie 
(VLDL) délivrent des acides gras 
aux tissus périphériques et 
deviennent plus riches en 
cholestérol.
Les rémanents de chylomicrons 
(via LDLR et LRP1) et une partie 
des rémanents des VLDL ou IDL 
(via LDLR) sont captés par le foie ; 
l'autre partie, sous l'action de la 
lipase hépatique, constitue les 
LDL. 
Les HDL sont formés à partir de 
apoA-1 circulant (HDL naissants). 
(Lusis et Pajukanta 2008)
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d'interdépendance entre les deux voies (Komarova et Malik 2010).
Le  transport  des  lipoprotéines  par  la  voie  transcellulaire  (ou  transcytose)  consiste  en  une
endocytose,  suivie  d'un transport  vésiculaire  et  enfin d'une exocytose des lipoprotéines  au pôle
cellulaire opposé. Ce transport met un jeu des cavéoles – vésicules obtenues après invagination de
la membrane plasmique – constituées par l'assemblage de cavéoline-1  (P. G. Frank, Pavlides, et
Lisanti  2009).  Il  a  été  montré  que  ~ 85 %  des  lipoprotéines  retrouvées  dans  l'espace  sous-
endothélial sont issues d'un processus de transcytose, restreint aux particules de moins de 70 nm
(Simionescu et Simionescu 1993) .
Le transport par la voie paracellulaire implique une réorganisation du cytosquelette cortical d'actine
et des molécules d'adhésion associées entraînant une régulation de l’intégrité des jonctions serrées
et  des  jonctions  adhérentes  au pôle  apical  et  sur  la  face latérale  des  ECs,  respectivement.  Les
principales molécules impliquées dans la cohésion entre ECs au niveau des jonctions d'adhésion
sont  les  VE-cadhérines,  engagées  dans  des  interactions  homophiles,  et  liées  au  cytosquelette
d'actine  via  des  complexes  protéiques  constitués  notamment  de  caténines  (von  Eckardstein  et
Rohrer 2009). La régulation de l'adhésion met en jeu principalement les signalisations liées aux
protéines  G monomériques  (RhoGTPase),  à  c-Src et  au  calcium, induites  par  différents  stimuli
athérogéniques, notamment le stress oxydant  (Komarova et  Malik 2010; Stancu, Toma, et Sima
2012) ou la présence de thrombine et la signalisation liée à son récepteur PAR1 (protease-activated
receptor) (Komarova, Mehta, et Malik 2007) .
    ii) Modification du passage trans-endothélial
La perméabilité  endothéliale  est  classiquement  considérée  comme augmentée  dans  un  contexte
inflammatoire, notamment en réponse aux signaux tels que le TNF (tumor necrosis factor) et en
conditions de stress oxydant  (D. Mehta et Malik 2006). Il n'est donc pas étonnant d'observer une
augmentation  de  la  perméabilité  vasculaire  au  cours  de  l'athérosclérose.  L'augmentation  de  la
prolifération et de l'apoptose des ECs dans la dysfonction endothéliale implique une restructuration
du cytosquelette au cours de la division cellulaire et aboutit à l'augmentation du transport par voie
paracellulaire  (Chatzizisis  et al. 2007). Les zones vasculaires présentant une perturbation du flux
sont des zones susceptibles à la formation de lésions athérosclérotiques ; la présence de particules
dans l'endothélium a été corrélée à ces perturbations de flux (Himburg et al. 2004). Cependant, la
présence de macromolécules dans l'espace sous-endothélial ne signifie pas nécessairement que la
perméabilité  à  ces molécules est  augmentée,  mais  peut  aussi  refléter  une augmentation de leur
rétention (K. J. Williams et Tabas 1995). L'observation d'un transport équivalent entre des zones de
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dysfonction endothéliale et des zones présentant un endothélium fonctionnel  (Schwenke et Carew
1989) va dans le sens de cette explication. Toutefois, lorsque des lésions avancées sont présentes, le
passage transendothélial des lipoprotéines est bien augmenté (Stancu, Toma, et Sima 2012).
Le  passage  de  lipoprotéines  dépend  de  la  concentration  plasmatique  en  lipoprotéines.  Cette
observation  majeure  fait  le  lien  entre  l'hypercholestérolémie  en  temps  que  facteur  de  risque
cardiovasculaire  et  le  processus  atherogénique  d'entrée  de  lipoprotéines  dans  l'espace  sous-
endothélial (Nielsen 1996).
   2.3.2.3 Rétention
L'interaction  entre  les  lipoprotéines  et  les  protéoglycanes  a  été  décrite  dans  les  années  1960
(Camejo et al. 1980). Cette interaction, directe ou non, qui est responsable de l'augmentation de la
rétention des lipoprotéines, plus particulièrement aux sites prédisposés à la formation de lésions et
présentant un épaississement de l'intima riche en protéoglycanes  (Nakashima, Wight,  et  Sueishi
2008). La rétention des lipoprotéines (et leur modification en conséquence) constitue l'élément clé
de l'athérogénèse, nécessaire et suffisant à la formation de lésions  (K. J. Williams et Tabas 1995;
Tabas, Williams, et Borén 2007).
    i) Interaction avec les protéoglycanes
L'espace  sous  endothélial  est  composé  de  différentes  molécules  de  matrice  extra-cellulaire,  y
compris des protéines fibrillaires (collagène, élastine), globulaires (fibronectine, vitronectine) et des
protéoglycanes. Les protéoglycanes sont composés d'une protéine cœur et de glycoaminoglycanes :
chaînes  polysaccharidiques  sulfatées,  chargées  négativement  (e.g.  dermatane  sulfate,  héparane
sulfate) ; on retrouve ces molécules principalement dans l'espace extra-cellulaire et associées à la
membrane cellulaire. Les principaux protéoglycanes vasculaires sont le versicane, le biglycane –
tous deux retrouvés dans les sites susceptibles à l'athérosclérose – et la décorine – aux sites peu
susceptibles à l'athérosclérose (Nakashima, Wight, et Sueishi 2008).
Les  protéoglycanes jouent  un rôle  dans  la  rétention des lipoprotéines,  via l'interaction avec les
apolipoprotéines  (Chait et Wight 2000) ; en effet, la rétention des lipoprotéines augmente avec la
taille et la degré de sulfatation des protéoglycanes (Camejo et al. 1993; M. Y. Chang et al. 2000).
Interaction directe. Différents sites de l'apoB comprenant des acides aminés chargés positivement
ont  été  identifiés  comme  ligands  de  protéoglycanes ;  en  particulier,  l'implication  du  site  B  de
l'apoB100 et du site B-1b de l'apoB48 a été démontrée dans l'interaction avec le chondroïtine sulfate
et le dermatane sulfate  (Borén  et al. 1998; Flood  et al. 2002). La taille et les modifications des
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lipoprotéines,  en  particulier  leur  oxydation,  influent  sur  leur  capacité  à  lier  les  protéoglycanes
(Khalil, Wagner, et Goldberg 2004). En mutant l'apoB, et en modifiant ainsi son affinité pour les
protéoglycanes, un lien direct entre la capacité de l'apoB à lier les protéoglycanes et l'atherogénicité
des LDL a été montré (Skålén et al. 2002).
Protéines accessoires. La rétention des lipoprotéines par les protéoglycanes peut également être
facilitée par  la  présence de protéines  accessoires  (LPL,  lipoprotein  lipase ;  S-SMase,  secretory
sphingomyelinase ;  sPLA2,  secretory  phospholipase  A2).  La  présence  de  LPL a  été  mise  en
évidence au niveau de l'intima, associé aux SMCs en conditions physiologiques, tandis que dans les
lésions précoces, la LPL a également été retrouvée associée à la ECM (Araki, Fan, et Watanabe
1998). La liaison initiale entre LDL et protéoglycane tend à évoluer avec la mise en place d'un
pontage moléculaire impliquant la LPL (Gustafsson et al. 2007). Les LDL modifiés par la sPLA2
présentent une affinité augmentée pour l'apoB100 via le site A (Flood et al. 2004). Par ailleurs, il a
été montré que les lipoprotéines peuvent s’agréger et fusionner, ce qui augmente leur rétention via
une augmentation de la liaison aux protéoglycanes (Öörni et al. 2000). La S-SMase est impliquée
dans l'agrégation des lipoprotéines ; la taille des particules est liée à leur rétention dans l'intima
(Tabas 1999).
    ii) Sites de rétention augmentée
Les zones susceptibles au développement de lésions d'athérome sont caractérisés, chez l'homme, par
un épaississement intimal excentrique, présentant une couche superficielle riche en protéoglycanes
(Stary et al. 1992). Cet épaississement est considéré comme non pathologique. Cependant, il résulte
d'une  réponse fibroproliférative liée  à  l'endothélium dysfonctionnel,  favorisant  la  migration des
SMCs au sein de l'intima et l'adoption d'un phénotype sécrétoire. Ainsi, bien que la rétention des
lipoprotéines  soit  nécessaire  et  suffisante  pour  expliquer  l'athérosclérose  (les  modifications  des
lipoprotéines étant une conséquence nécessaire de leur rétention) (K. J. Williams et Tabas 1995), la
perturbation du flux apparaît comme un phénomène en amont de la pathologie. Ainsi, les zones
artérielles susceptibles à l'athérosclérose du fait de l'augmentation de la rétention des lipoprotéines
colocalisent parfaitement avec les zones de perturbation du flux. Cette interprétation est renforcée
par l'observation du développement des lésions aux sites de perturbation du flux dans les modèles
animaux ne présentant pas d'épaississement de l'intima (Nakashima et al. 1994).
Par  ailleurs,  d'autres  stimuli  participant  à  l'induction  de  la  synthèse  de  protéoglycanes  et  de
protéines accessoires sont impliqués dans l'augmentation de la rétention des lipoprotéines.  C'est
notamment le cas des oxLDL ; il a été montré que l'activation des SMCs par les oxLDL résulte en la
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synthèse de protéoglycanes plus longs et présentant un degré de sulfatation plus élevé, avec une
affinité augmentée pour les LDL (M. Y. Chang et al. 2000).
   2.3.2.4 Oxydation
La présence de lipides oxydés dans l'athérosclérose a été établie par Galvind et al. (Glavind et al.
1952). Il a été montré que les LDL natifs incubés en présence de cellules endothéliales présentent
une affinité augmentée pour les macrophages (Henriksen, Mahoney, et Steinberg 1981). Des études
postérieures  ont  démontré  que  ces  LDL natifs  ont  subi  un  phénomène  d'oxydation  et  que  ce
phénomène est également observé in vivo (Steinberg 1989; Palinski  et al. 1989). En effet,  dans
l'espace sous-endothélial, la rétention des lipoprotéines par les protéoglycanes les rend susceptibles
à l'oxydation (Hurt-Camejo et al. 1992). Les modifications oxydatives des lipoprotéines permettent
leur reconnaissance par les récepteurs de l'immunité innée, exprimés par différents types cellulaires
et favorisant la progression de l'athérosclérose.
    i) Les acteurs de l'oxydation
L'oxydation des lipides peut se faire en présence de ROS, catalysée en présence d'ions métalliques,
et par voie enzymatique.
Beaucoup d'espèces réactives de l'oxygène (ROS,  reactive oxygen species) possèdent un électron
non  appareillé  et  sont  donc  par  définition  des  espèces  radicalaires ;  c'est  le  cas  de  l'anion
superoxyde  (O2∙-),  du  radical  hydroxyle  (HO∙),  de  l'oxyde  nitrique  (NO∙ ou  NO) et  des  lipides
radicalaires. D'autres ROS comme le peroxyde d'hydrogène (H2O2), l'acide hydrochlorique (HOCl)
ou le peroxynitrite (ONOO-) ne sont pas des espèces radicalaires mais contribuent au stress oxydant.
À noter que le NO∙ et ses dérivés, dont le principale, le ONOO-, peuvent être considérés non comme
des ROS, mais des espèces réactives de l'azote (RNS, reactive nitrogen species) (Hausladen et al.
1996; Stocker et Keaney 2004).
Les ROS proviennent de différents types cellulaires, incluant les ECs de l'endothélium activé, les
leucocytes recrutés,  en particulier  les macrophages et  les neutrophiles,  mais aussi les SMCs de
l'intima. Les sources de ROS sont la chaîne respiratoire de la mitochondrie, les enzymes impliquées
dans le métabolisme de l'acide arachidonique : les lipoxygénase (LO) et cyclo-oxygénases (COX),
le cytochrome p450, la xanthine oxydase (XO), les NOS, les NADH/NADPH oxydases (NOX), les
peroxydases et d'autres protéine à hème (H. Cai et Harrison 2000). La NOS inductible (iNOS) plus
particulièrement exprimée par les cellules inflammatoires est responsable de la synthèse de NO à
haute concentration, constituant une source majeure de RNS (Nauseef 2008).
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La réduction univalente de l'oxygène moléculaire résulte en la production de (O2∙-) ; cette réaction
peut  être  effectuée  par  réaction  enzymatique,  notamment  via  les  NOX  ou  la  XO,  ou  non
enzymatique, notamment par de la chaîne de transport d'électrons. Le O2∙-- peut être dismuté en H202
par voie enzymatique impliquant la superoxyde dismutase (SOD). Le H202 peut interagir avec du
fer, résultant en la production de OH· par réaction de Fenton. Le ONOO- en condition acide donne
du  ONOOH,  qui  peut  se  décomposer  pour  donner  notamment  du  HO∙ (Radi  et  al. 1991).  La
myéloperoxydase (MPO) est une hémoprotéine et enzyme qui augmente le potentiel oxydant du
H2O2 : aux concentrations physiologiques d'ion chlorure, le système myéloperoxydase-H2O2 résulte
en la production de HOCl, qui peut réagir avec du O2∙- pour donner du OH∙. (Madamanchi, Vendrov,
et Runge 2005). Par ailleurs, la MPO est également impliquée dans d'autres voies de modification
des protéines : la nitration, liée au NO  (Podrez  et al. 1999) et la carbamylation  (Z. Wang  et al.
2007). Il a été montré que les 12/15-LO sont capables d'oxyder directement les LDL (Parthasarathy,
Wieland, et Steinberg 1989) et que l'oxydation liée aux 12/15-LO est une voie d'oxydation majeure,
en tout cas dans les modèles murins d’athérosclérose (Cyrus et al. 1999).
    ii) Étapes de l'oxydation
Les  observations  in  vitro montrent  que  l'oxydation  des  LDL peut  être  décrite  en  trois  phases
(Stocker et Keaney 2004).
La première phase correspond à une phase de latence au cours de laquelle il  y a déplétion des
molécules  anti-oxydantes  lipophiles  incluses  dans  les  particules  (e.g.  α-tocophérol,  β-carotène,
ubiquinol) ; au cours de cette phase, les lipoprotéines ne sont virtuellement pas modifiées.
La deuxième phase est la phase de propagation au cours de laquelle l'oxydation des acides gras et
du  cholestérol  donne  respectivement  des  peroxydes  lipidiques  (en  particulier  la
lysophosphatidylcholine)  et de l’oxycholestérol (en particulier le 7-cétocholestérol). L'apoB n'est
pas ou peu modifiée au cours de cette étape. Cette phase génère les LDL minimalement modifiés
(mmLDL).
La phase de décomposition survient enfin, au cours de laquelle les lipides oxydés se fragmentent
pour former des aldéhydes réactifs capables de modifier des groupements aminés des protéines et
des  phospholipides.  La  modification  des  résidus  lysines  de  l'apoB  en  conséquence  de  la
peroxydation  des  lipides  est  responsable  de  la  formation  de  résidus  malondialdéhyde  et  4-
hydroxynonénal. D'autres modifications liées à l’oxydation des protéines telles que la nitration et la
carbomylation  sont  également  observées.  Les  oxLDL présentent  divers  degrés  d'oxydation  et
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constituent  (in  vivo aussi)  une population très hétérogène  (Stocker  et  Keaney 2004;  Yoshida et
Kisugi 2010; Levitan, Volkov, et Subbaiah 2010).
Bien que le taux de LDL modifiées dans le sang soit augmenté chez les personnes à haut risque
cardiovasculaire (Toshima et al. 2000), il semblerait que ces particules soient oxydées dans l'intima
avant  de  migrer  vers  le  compartiment  plasmatique.  La  forte  concentration  en  molécules  anti-
oxydantes  de  nature  lipidique  dans  les  lipoprotéines  circulantes  (e.g.  α-tocophérol)  empêche
l'oxydation dans le sang, tandis  que dans l'intima,  la  rétention et  l'exposition au stress oxydant
permet dans un premier temps la déplétion en anti-oxydants suivie des modifications oxydatives
(Yoshida et Kisugi 2010).
    iii) Propriétés des LDL modifiées
Les  modifications  des  lipides  et  dans  un  second  temps  des  protéines  génèrent  des  épitopes
d'oxydation,  modifiant  les  propriétés  de  reconnaissance  par  différents  récepteurs  cellulaires  et
responsables de réaction inflammatoire, de captation non-régulée des LDL et capable d'induire une
réaction immunitaire.
Les récepteurs. Il a été montré que les cellules de l'immunité innée sont capables de reconnaître
des motifs moléculaires associés à des pathogènes (PAMP, pathogen-associated molecular patterns)
via des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR,  pattern recognition receptor)
(Janeway 1989). Les PRR se composent de plusieurs types de récepteurs, notamment les récepteurs
éboueurs (SR,  scavanger receptor) et les récepteurs de type Toll (TLR, Toll-like receptor),  tous
deux membranaires.  Par  la  suite,  il  a  été  montré  que ces  récepteurs  ne sont  pas  restreints  aux
cellules  de  l'immunité  innée,  et  que  les  motifs  moléculaires  reconnus  ne  sont  pas  uniquement
associés  à  des  pathogènes,  mais  plus  généralement  à  des  signaux  de  danger  (DAMP,  danger-
associated molecular pattern). Les épitopes d'oxydation font partie de ces motifs moléculaires et
sont reconnus par les SR et TLR (Levitan, Volkov, et Subbaiah 2010; Y. I. Miller et al. 2011).
En  fonction  de  leur  degré  d'oxydation,  les  LDL  sont  reconnus  par  différents  récepteurs.
Schématiquement, les LDL natifs sont reconnus par le LDLR mais pas par les PRR. Les mmLDL
gardent leur capacité à être reconnus par les LDLR, mais sont également reconnus par les TLR, en
particulier  TLR-4. Les oxLDL ne sont plus reconnus par les LDLR, mais présentent une haute
affinité pour les SR, notamment LOX-1 et, si l’oxydation est plus importante, par les CD36 et SRA
(Levitan, Volkov, et Subbaiah 2010) (Figure 5) ;  il  a également été montré que les oxLDL sont
reconnus par TLR-2 (West et al. 2010). Cependant, il existe une certaine spécificité des récepteurs
pour  diverses  formes  d'oxydation ;  e.g.  CD36 présente  une  haute  affinité  pour  les  LDL nitrés
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(Podrez et al. 2000), tandis que SRA présente une haute affinité pour les LDL carbamylés (Z. Wang
et al. 2007) ou porteurs de groupements malondialdéhyde-lysine. L'implication de ces changements
de reconnaissance sur la captation de LDL et sur la réponse inflammatoire sont discutés plus loin.
En dehors de la reconnaissance par les PRR, les épitopes d'oxydation peuvent être reconnus par les
cellules de l'immunité adaptative ; cela est notamment attesté par la présence d'anticorps spécifiques
des épitopes d'oxydation, e.g. des résidus malondialdéhyde-lysine (Ylä-Herttuala et al. 1994; Libby,
Lichtman, et Hansson 2013).
Autres  modifications.  Les  LDL peuvent  également  subir  des  modifications  non  oxydatives.
L’acétylation est un modèle d'étude des modifications des LDL, non pertinent in vivo ; c'est l'étude
des LDL acétylés qui a permis de mettre en évidence la captation des LDL indépendante du LDLR
par les macrophages (J. L. Goldstein  et al. 1979) ; cette reconnaissance passe par les récepteurs
SRA (Kodama et al. 1988). La glycation et la glycosylation des LDL ont également été mises en
évidence, et il a été montré que ces modifications favorisent l'oxydation des LDL ; il est postulé que
ce  phénomène  est  un  élément  d'explication  du  lien  observé  entre  le  diabète  et  les  pathologies
cardiovasculaires (Hunt, Smith, et Wolff 1990; Lyons 1992). L’agrégation des lipoprotéines, qui met
en jeu la sphingomyélinase soluble (S-SMase,  secretory sphingomyelinass) est un phénomène qui
augmente la rétention des lipoprotéines, qui sous forme agrégée ne peuvent pas quitter  l'intima
(Tabas 1999).
  2.3.3 Réponse inflammatoires
La dysfonction endothéliale est impliquée dans le recrutement de leucocytes et, avec la rétention et
la  modification  des  lipoprotéines,  participe  à  l'entretien  d'une  réponse  inflammatoire  chronique
principalement liée aux macrophages et lymphocytes T.
   2.3.3.1 Recrutement leucocytaire
Le  recrutement  de  leucocytes  est  réalisé  par  l'endothélium  dysfonctionnel  des  lésions.
Classiquement, le recrutement leucocytaire est décrit par trois phases, précédant la migration trans-
endothéliale : le roulement, l'activation et l'arrêt, qui mettent en jeu respectivement les sélectines,
les chimiokines et les intégrines  (Springer 1994). Ce paradigme a été complété pour décrire plus
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Figure 5. Relation entre le degré d'oxydation des LDL et 
l'interaction avec différents récepteurs. (Levitan et al. 2010)
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finement les acteurs moléculaire impliqués ; ainsi, le processus débute par une étape de capture et
inclut notamment les étapes d’adhésion ferme et de migration latérale, précédant la transmigration
par voie para- ou trans-cellulaire (Figure 6) (Ley et al. 2007).
    i) Capture et roulement
Le roulement met en jeu des interactions entre sélectines ; les L-sélectines sont exprimées par les
leucocytes  et  les  P-  et  E-sélectines  par  les  cellules  endothéliales  activées  dans  un  contexte
inflammatoire.  Ces  interactions  rapides  (constantes  cinétiques  d'association  et  de  dissociation
faibles et élevées respectivement) permettent de ralentir les leucocytes à la surface endothéliale en
présence de contraintes de cisaillement (Alón, Hammer, et Springer 1995).
Les sélectines interagissent également avec d'autres ligands, e.g. PSGL1 (P-selectin glycoprotein
ligand-1). L'interaction entre L-sélectine et PSGL1 exprimé par des leucocytes permet une capture
secondaire  de  leucocytes  (Eriksson  et  al. 2001).  Ce  phénomène  est  également  facilité  par  la
présence  de  plaquettes  activées,  qui  expriment  notamment  la  P-sélectine  (Lievens  et  von
Hundelshausen 2011).
    ii) Activation et arrêt des leucocytes
L'arrêt  des  leucocytes  est  déclenché  par  l'activation  leucocytaire  via la  signalisation  liée  aux
molécules chémoattractantes, et notamment les chimiokines, pendant la phase de roulement ; l'arrêt
est  effectué  par  l'interaction  entre  les  intégrines  de  leucocytes  et  les  récepteurs  de  type
immunoglobulines exprimés par les ECs.
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Figure 6.  Phases de recrutement des leucocytes et molécules impliquées. (Ley 2007)
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Les  chimiokines.  Les chimiokines ou cytokines chémoattractantes (chemotactic cytokines) sont
classées suivant la position de leurs deux premières cystéines en 3 groupes distincts identifiés dans
l'athérosclérose  (CC,  CXC,  CX3C).  Ces  molécules  sont  produites  soit  directement  sous  forme
soluble,  soit  comme  protéines  trans-membranaires  (c'est  le  cas  de  CX3CL1  et  CXCL16)  qui
subissent un clivage enzymatique. Les récepteurs aux chimiokines appartiennent à la classe des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR, G protein-coupled receptor) et sont classés suivant la
nature de leurs ligands  (Zernecke et Weber 2010). MIF (macrophage migration inhibitory factor)
est  une  cytokine  capable  de  lier  des  récepteurs  aux  chimiokines  CXC  (CXCR2  et  CXCR4)
considérée comme une chimiokines atypique (Zernecke, Bernhagen, et Weber 2008).
Les chimiokines majeures impliquées dans le recrutement leucocytaire impliqué dans l'initiation de
l'athérosclérose  sont  MCP-1  (Monocyte  Chimoattractant  Protein 1, alias  CCL2),  RANTES
(Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted, alias CCL5), l'interleukine-8 (IL-8
alias CXCL8), et la Fractaline (alias CX3CL1).  Les principaux récepteurs de ces chimiokines que
sont CCR2, CCR5 et CX3CR1 présentent des signalisations indépendantes et  des effets  additifs
(Saederup  et  al. 2008;  Combadière  et  al. 2008).  À  noter  que  différents  couples  chimiokine-
récepteur peuvent être impliqués pour le recrutement de différents types cellulaires et que le profil
de chimiokines varie en fonction de l'avancement de la pathologie (Zernecke et Weber 2010). Il a
été montré qu'en présence de CXCL4, la réponse liée à CCL5 et menant à l'arrêt des monocytes est
potentialisée (von Hundelshausen et al. 2005).
L'endothélium activé exprime des molécules chémoattractantes au pôle apical, en particulier des
chimiokines, via une augmentation de la synthèse et du transport depuis le pôle basolatéral (Ley et
al. 2007). Le clivage enzymatique de précurseurs de chimiokines par les thrombocytes suivi du
transport vésiculaire et de l'exocytose est impliqué dans le dépôt de chimiokines, et notamment
RANTES, mais aussi CXCL4 et CXCL5 sur l'endothélium en présence de plaquettes activées (von
Hundelshausen  et al. 2001; Huo  et al. 2003). Les chimiokines se lient aux glycosaminoglycanes
présents dans le glycocalyx à la face luminale des ECs ; il a été montré que cette liaison, en plus
d'une implication dans la protection à la protéolyse, est nécessaire à l'activation des leucocytes (Z.
Johnson, Proudfoot, et Handel 2005).
Les  intégrines  &  l'activation  des  leucocytes.  Les  intégrines  sont  une  famille  de  protéines
d'adhésion cellulaire composées de deux sous-unités trans-membranaires  α et β pouvant présenter
des configurations de basse et de haute affinité pour leur ligand. Les intégrines impliquées dans
l'arrêt des leucocytes font partie des sous-famille  β1 et  β2, en particulier les intégrines  α4β1 alias
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VLA-4 (Very Late Antigen-4) et αLβ2 alias LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen 1).
La signalisation liée aux molécules chémoattractantes, en particulier MCP-1 et IL-8 (Gerszten et al.
1999), permet d'augmenter l'affinité des intégrines pour leur cible par changement conformationnel
(Takagi et al. 2002) mais aussi d'augmenter la valence de la liaison par regroupement (Kucik 2002).
Ce  phénomène  correspondant  à  l'activation  leucocytaire  implique  une  signalisation  inside-out
rapide entre les récepteurs aux chimiokines et les intégrines (Laudanna et al. 2002). Il en résulte une
stabilisation de l'adhésion après l'arrêt : adhésion ferme (Ley et al. 2007).
Les  molécules  de  la  superfamille  des  immunoglobulines  &  l'arrêt  des  leucocytes.  Les
ligands des intégrines appartiennent à la superfamille des  immunoglobulines. Il a été montré que
dans le contexte du recrutement leucocytaire au cours de l'athérosclérose, les molécules d'adhésion
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) et ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule-1)
sont les ligands principaux de VLA-4 et de LFA-2, respectivement (Springer 1990).
L'augmentation de l’expression des molécules d'adhésion VCAM-1 et ICAM-1 (tout comme celle
des  sélectines)  est  une  caractéristique  de  la  dysfonction  endothéliale ;  cette  augmentation  est
observée  dans  les  conditions  pro-athérogéniques,  notamment  en  réponse  aux  stimuli  pro-
inflammatoires tels que le TNF ou l'IL-1  (Osborn  et al. 1989; Ramana, Bhatnagar, et Srivastava
2004),  avec  l'accumulation  de  lipides  (Cybulsky et  Gimbrone  1991;  Khan  et  al. 1995) ou  en
conditions de perturbation du flux sanguin (Ohtsuka et al. 1993; Brooks, Lelkes, et Rubanyi 2002).
    iii) Migration transendothéliale
La migration transendothéliale des leucocytes intervient en réponse aux stimuli chémoattractants
des chimiokines et à la contrainte de cisaillement (Cinamon et al. 2004) ; elle peut se faire par voie
para- ou transcellulaire.
Il a été montré que les leucocytes présentent un phénomène de migration latérale qui met en jeu
l'interaction entre les intégrines LFA-1 et Mac-1 (alias αMβ2, CD11b/CD18) et ICAM-1  (C. W.
Smith  et  al. 1989).  Ce  phénomène  participe  à  l'initiation  de  la  transmigration,  notamment  en
induisant  une  signalisation  impliquant  les  RhoGTPases,  elles-mêmes  impliquées  dans  la
réorganisation du cytosquelette d'actine (Ley et al. 2007).
La voie paracellulaire est la voie majoritaire ; la migration s'effectue à la jonction des ECs. Dans le
cas général, ce phénomène met en jeu des interactions homophiles et hétérophiles avec les protéines
des jonctions serrées et des jonctions d'adhérence, notamment PECAM-1 (platelet/endothelial-cell
adhesion  molecule  1,  alias CD31),  CD99,  VE-cadhérine,  ICAM-2  (intracellular  cell  adhesion
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molecule-2) et les JAMs (Junctional Adhesion Molecules). La signalisation intracellulaire résultante
est responsable de la rétraction des ECs par le biais d'une réorganisation du cytosquelette d'actine
(Wittchen 2009). La diapédèse dans l'athérosclérose présente quelques spécificités mais reste peu
étudiée, par rapport à d'autres modèles d'étude (Moore et Tabas 2011). 
L’existence  d'une  voie  transcellulaire  a  été  démontrée  avec  l'observation  de  la  migration  de
neutrophiles au travers de l'endothélium de veinules cutanées de  Cavia porcellus dans un modèle
d'inflammation aigue (D. Feng et al. 1998) avant d’être généralisée à d'autres types cellulaires et
contextes physiopathologiques. Cette voie met en jeu des structures appelées organelles vésiculo-
vacuolaires  (VVO,  vesiculo-vacuolar  organelles).  La  liaison  de  ICAM-1  aux  protrusions
cytoplasmiques des leucocytes entraîne une signalisation dans les ECs qui aboutit à la translocation
de ICAM-1 du pôle apical (engagé avec les leucocytes) vers des zones riches en caveoline-1, puis
au transport au sein de VVOs, dépendant de la caveolin-1, au pôle basale de la cellule (Millán et al.
2006)
Enfin, après la migration au travers de ECs, les leucocytes doivent également traverser la membrane
basale de l'endothélium, principalement composé de laminine, de fibres de collagène de type IV et
de protéoglycanes. Ce phénomène met en jeu l'interaction entre PECAM-1 et diverses intégrines
avec les éléments de la membrane basale  (Dangerfield  et al. 2002; Werr  et al. 2000), aux zones
présentant une faible densité de fibres de matrice extracellulaire (S. Wang et al. 2006) et un gradient
de chimiokines constitué par interaction entre chimiokines et protéoglycanes (Wei et al. 2003).
   2.3.3.2 Les macrophages
Les cellules dérivées des monocytes circulants sont le principal type cellulaire retrouvé au sein des
lésions athéromateuses. Ces cellules phagocytaires internalisent les lipoprotéines de l'espace sous-
endothélial et jouent un rôle prépondérant dans la signalisation pro-inflammatoire.
    i) Monocytes
Les monocytes sont des cellules circulantes de lignée myéloïde. Trois populations de monocytes
peuvent être distinguées :  les classiques,  non classiques, et  intermédiaires.  Ces populations sont
caractérisées  par  l'expression  de  marqueurs  de  surface.  Ainsi  chez  l'homme,  les  monocytes
classiques sont CD14++CD16-, les monocytes non-classiques CD14+CD16++ et les intermédiaires
CD14++CD16+ ;  chez  la  souris,  des  populations  analogues  (classique,  non-classique,  et
intermédiaire) sont caractérisées par Ly6C++ (ou Lychigh) CD43+, Ly6C+ (ou Lyclow) CD43++ et Ly6C+
+ CD43++, respectivement, ainsi que par un profil d'expression de chimiokines différent (Ziegler-
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Heitbrock et al. 2010). Il est considéré que les monocytes classiques sont pro-inflammatoires tandis
que les monocytes non classiques sont anti-inflammatoires (Arnold et al. 2007). Il a été montré que
l'inhibition de  l'entrée  de l'ensemble  des  sous-populations  de monocytes  présente  un effet  anti-
athérogène  (Tacke  et  al. 2007) et  que  l'augmentation  du  nombre  de  monocytes  circulants  en
conditions d'hypercholestérolémie est un phénomène impliqué dans l'aggravation de l'athérosclérose
(Soehnlein et al. 2009) ; l’implication des cellules dérivant de ces populations dans l'athérosclérose
n'est pas entièrement décrite (Moore et Tabas 2011).
    ii) Différentiation
Après transmigration et sous l'effet de facteurs de croissance présent dans la néo-intima, notamment
le  M-CSF  (macrophage-colony  stimulating  factor)  (J.  D.  Smith  et  al. 1995),  ces  cellules  se
différencient en macrophages tissulaires (J. L. Johnson et Newby 2009).
Classiquement,  la  polarisation  pro-inflammatoire  M1,  ou  activation  classique,  est  réalisée  en
présence de cytokines de type I (IFN-γ, TNF) et se traduit par la production élevée de cytokines
pro-inflammatoire TNF, IL-1β, IL-6, et  IL-12. La polarisation M2, ou activation alternative, est
réalisée en présence de cytokines TH2 (IL-10, IL-4, et IL-13) et de cellules apoptotiques et résulte
en une importante expression de cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-β (S. Gordon et Taylor
2005).  IL-10  et  TGF-β favorisent  la  polarisation  M2  (McLaren  et  al. 2011). Cette  polarisation
implique  notamment  les  facteurs  de  transcription  KLF-4  (Krüppler-like  factor-4)  et  PPARs
(peroxisome proliferator-activated receptor) intégrant les signaux de l'environnement cytokinique.
(Xudong Liao et al. 2011; Rigamonti, Chinetti-Gbaguidi, et Staels 2008). Le paradigme classique
de  polarisation  M1/M2  s'est  toutefois  complexifié,  avec  la  distinction  de  différentes  sous-
populations  de  macrophages,  notamment  parmi  les  macrophages  à  polarisation  alternative  et
l’émergence  d'une  nouvelle  polarisation  plus  particulièrement  impliquée  dans  la  résolution  de
lésions (Mosser et Edwards 2008), potentiellement pertinente dans le contexte de l'athérosclérose (J.
L. Johnson et Newby 2009).
    iii) Inflammation
Les macrophages dérivant de monocytes circulants sont le principal type inflammatoire des lésions
d'athérosclérose,  caractérisé  notamment  par  la  sécrétion  de  TNF  et  IL-1.  Les  macrophages
présentent un certain nombre de PRR, y compris les TLR et SR, mais aussi d'autres récepteurs
membranaires, notamment aux lectines, dont le récepteur au mannose (MR, mannose receptor) et le
récepteur aux produits finaux de glycation (RAGE,  receptor for advanced glycation endproduct),
ainsi que des PRR cytosoliques, impliqués notamment dans la voie de l'inflammasome.
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Les TLRs peuvent être activés par certaines des lipoprotéines oxydées ; ainsi, TLR4 est activé par
des mmLDL (Y. I. Miller et al. 2003), tandis que TLR2 l'est par des oxLDL (West et al. 2010). La
signalisation en aval de ces TLR implique la protéine MyD88 (myeloid differentiation primary
response gene 88) et  aboutit  à l'activation du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-κB
(Curtiss et Tobias 2009). Il a été montré que l'hétérodimère TLR4/TLR6 participe avec CD36 dans
l'initiation de la signalisation qui aboutit également à l'activation de NF-κB (Stewart et al. 2010). Il
existe également une signalisation liée à la liaison des molécules de co-stimulation (e.g. CD40).
Des TLRs intracellulaires peuvent s'assembler en un complexe appelée inflammasome, induisant la
secrétion  des  cytokines  pro-inflammatoires  IL-18  et  IL-1β,  ligands  de  TLRs  membranaires
(Schroder et Tschopp 2010). L'inflammasome à sous-unités NLR (Nod-like receptors),  NRLP3, a
notamment été mis en évidence comme pouvant s'assembler en présence de cristaux de cholestérol,
faisant un lien entre concentration critique en cholestérol et inflammation (Duewell et al. 2010).
Comme le montrent les résultats contradictoires des études de délétions des SRs, ces récepteurs,
bien que fortement impliqués dans la captation de lipides, ne semblent présenter qu'une implication
accessoire dans la réponse inflammatoire des macrophages (Greaves et Gordon 2009).
Certaines observations démontrent une plus grande complexité de la signalisation inflammatoire
dans la pathologie athérosclérotique, pour partie expliquée par la perturbation de l'apoptose. Ainsi,
contrairement à ce qui est observé au niveau des ECs (Gareus  et al. 2008), la délétion de NF-κB
dans les macrophages induit une aggravation de la pathologie (Kanters et al. 2003). Il a aussi été
montré  que  ces  cellules  présentent  une  diminution  de  la  sécrétion  d'IL-10,  cytokine  à  effet
athéroprotecteur (X. Han et al. 2010).
La réponse inflammatoire à ces stimuli se caractérise notamment par la sécrétion de messagers de
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Figure 7. La réponse immunitaire innée, 
liée à la reconnaissance de oxLDL par 
les macrophages des plaques. 
L'accumulation intracellulaire de lipides 
internalisés après liaison aux SRs peut 
activer l'inflammasome et mener à la 
sécrétion de IL-1β et d'autres cytokines 
pro-inflammatoires. La signalisation liée 
aux TLRs mène à l'activation de facteurs 
de transcription et à différents 
phénomènes liées à l'inflammation, 
notamment la sécrétion de chimiokines, 
de protéases, l'expression de molécules 
co-stimulatrices et la production 
d'espèces réactives de l'oxygène. 
(Hansson et Hermansson 2012)
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l’inflammation dont les cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-6, IL-12), de chimiokines (MCP-1),
de protéases (MMP, matrix metalloproteinases), la production de ROS et l'augmentation du niveau
d'expression  de  différents  récepteurs  et  en  particulier  des  molécules  de  co-stimulation  (CD40)
(Figure 7). Ces mécanismes de réactions inflammatoires sont au moins pour partie retrouvés dans
d'autres types cellulaires composant les plaques d’athérome et exprimant des TLRs et des SRs, tels
que les ECs et les SMCs. Cette signalisation participe à la progression de la pathologie par divers
phénomènes  d'amplification  de  la  réaction  inflammatoire  (e.g.  stimulation  de  l'endothélium  et
augmentation du recrutement leucocytaire, de la production de ROS) impliqués dans des processus
pro-athérogènes (Hansson et Hermansson 2011).
   2.3.3.3 Les lymphcoytes T
Les lymphocytes T sont caractérisés par l'expression de CD3 et d'un TCR (T cell receptor) obtenu
après recombinaison somatique caractéristique d'une population clonale et spécifique d'un épitope
donné. Les lymphocytes T sont composés de deux populations majeures : les lymphocyte T CD4+
aussi  appelés  auxiliaires  (helper)  et  les  lymphocyte  T  CD8+  cytotoxiques,  ainsi  que  d'autres
populations (NKT, natural killer T cell, et les lymphocytes T à TCRγδ). Les lymphocytes TH sont
considérées  comme  la  population  lymphocytaire  la  plus  importante  fonctionnellement  et
numériquement dans l'athérosclérose, notamment via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
et en particulier de l'IFN-γ. L'activation directe de lymphocytes T par les LDL ne se fait que pour
les mmLDL ; les oxLDL ne sont pas reconnus et n'induisent donc pas d'activation des lymphocytes
T (Hansson et Hermansson 2011).
Les lymphocytes T auxiliaires
Les lymphocyte TH se caractérisent par l'expression du complexe TCRαβ-CD3 et du récepteur de
surface CD4, impliqués dans la  reconnaissance du peptide antigénique présenté par  les cellules
présentatrices d'antigène via les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (MHC, major
histocompatibility  complex)  de  classe  II  et  responsable  d'une  signalisation  intracellulaire  (ceci
correspond au signal 1 de l'activation). L'interaction des molécules de co-stimulation (en particulier
CD28,  CD40L  sur  le  lymphocyte  TH et  CD80/CD86  alias B7-1/2,  CD40  sur  les  cellules
présentatrices  d'antigène)  est  responsable du signal  2 de l'activation.  Les  cellules  ainsi  activées
prolifèrent (extension clonale),  notamment  via une signalisation autocrine liée à l'IL-2 et  à son
récepteur CD25, et se différencient en fonction de l'environnement cytokinique. 
Différentes catégories de lymphocytes T auxiliaires peuvent être distinguées au sein des plaques :
les lymphocytes à polarisation TH1, TH2, les Treg et les TH17 (Hansson et Hermansson 2011).
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TH1  Les cellules à polarisation TH1 pro-inflammatoires sont le type de lymphocytes prédominant
dans les plaques (Ait-Oufella et al. 2006). Cette activation se fait par la liaison du TCR à l'antigène
présenté par les APC, avec un signal de co-stimulation (tel que CD40-CD40L, notamment exprimé
par  les  macrophages)  en présence d'IL-12 et  aboutit  à  l'activation  des  facteurs  de transcription
STAT-4. L'activation des lymphocytes TH1 a pour conséquence majeure une production importante
de la cytokine pro-inflammatoire IFN-γ, mais aussi IL-1β.
TH2 La polarisation TH2 est  classiquement  associée à  la  réponse humorale.  Elle  est  réalisée en
présence d'IL-4, et se caractérise par la sécrétion d'IL-4, d'IL-5 et d'IL-13. La signalisation TH2 étant
antagoniste de la signalisation TH1, la polarisation TH2 présente des effets anti-inflammatoires, et
tend à démontrer des effets anti-athérogéniques (Hansson et Hermansson 2011).
Treg Les lymphocytes T régulateurs – Treg – sont impliqués dans le maintien de la tolérance immune ;
leur  rôle  dans  la  modulation  de  l’athérosclérose  a  été  démontré  (Ait-Oufella  et  al. 2006).  Les
lymphocytes Treg, caractérisés comme CD4+ CD25+ Foxp3+, sont associés à une régulation de la
réponse inflammatoire,  notamment avec la  sécrétion des cytokines anti-inflammatoires  IL-10 et
TGFβ.
TH17 Les lymphocytes TH17, producteurs de IL-17, présentent des effets pro-athérogéniques dans
un modèle animal de la pathologie (Q. Gao et al. 2010).
   2.3.3.4 Autres types cellulaires
Les  cellules  de  lignées monocytaires  (macrophages)  constituent  le  principal  type  cellulaire  des
plaques et jouent avec les lymphocytes T auxilliaires un rôle majeur dans la réponse inflammatoire.
D'autres  cellules  de  l'immunité  innée  participent  également  à  l'inflammation  des  plaques.  Plus
récemment, la présence de cellules immunitaires a également été mise en évidence dans l'adventice,
dans des structures organisées appelées tissu lymphoïde tertiaire (Figure 8).
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    i) Les cellules dendritiques
Les cellules dendritiques (DCs) sont le principal type de cellules présentatrices d'antigènes faisant le
lien  entre  l'immunité  innée  et  l'immunité  adaptative.  Une  double  origine  est  décrite  pour  ces
cellules : d’une part, une origine myéloïde, issu de la différentiation de monocytes, et d’autre part,
une origine lymphoïde (DCs plasmacytoïdes). Un niveau d'expression élevé du marqueur de surface
CD11 (CD11chi) caractérise ces cellules. La distinction entre macrophages et DCs dans les lésions
athéromateuses est délicate du fait de leur grande plasticité, au point qu'il ne soit pas clair que ces
deux  types  cellulaires  issus  de  la  différentiation  de  monocytes  représentent  des  populations
cellulaires distinctes (S. Gordon et Taylor 2005; Doring et Zernecke 2012). Les DCs peuvent être
distinguées fonctionnellement sur la base de la réponse à CCL7 et d’un rôle dans la présentation
d'antigènes aux organes lymphoïdes secondaires (Thorp, Subramanian, et Tabas 2011).
    ii) Thrombocytes
Les thrombocytes ou plaquettes sont des cellules impliquées dans l'hémostase. En cas de lésion
endothéliale,  les plaquettes sont  activées  par l'exposition à la  ECM et  à  d'autres éléments pro-
thrombotiques et participent à l'induction de la cascade de coagulation en s'agrègeant pour former
45/274
Dans l'intima, les macrophages, les  lymphocytes T, les cellules dendritiques, les neutrophiles et les 
mastocytes participent à la formation des lésions athéromateuses. Dans l’adventice, l’organisation en tissu 
lymphoïde tertiaire contribue à la réponse immune. (Hansson et Hermansson 2012)
Figure 8. Composants du système 
immunitaire impliqués dans l'athérosclérose.
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un thrombus. En plus de leur rôle dans l'hémostase, la signalisation liée aux plaquettes activées peu
agrégées qui interagissent avec l'endothélium dysfonctionnel joue également un rôle majeur dans
les  signalisations  participant  au  maintien  de  l'endothélium à  l'état  activé  et  à  la  réponse  fibro-
proliférative (Ross 1999; Lievens et von Hundelshausen 2011).
L'activation plaquettaire peut survenir en cas de dysfonction endothéliale, par stimulation des ECs
(diminution de NO, PGI2, tPA, et sécrétion TXA2), par interaction avec les ECs ou autres leucocytes
(cross-talk) e.g. via PGSL-P-sélectine, CD40-CD40L, mais aussi en présence de oxLDL via CD36
ou SR-B1 ou d'autres messagers tels que la thrombine via PAR1 (Protease activated receptor 1).
Les plaquettes activées participent au recrutement leucocytaire, notamment par capture secondaire
(P-sélectine) mais aussi par la sécrétion de divers messagers, notamment par dégranulation. Les
granules cytoplasmiques contiennent divers messagers inflammatoires participant à l'activation des
thrombocytes,  des  ECs  et  des  leucocytes ;  e.g.  des  chimiokines  (RANTES,  IL-8)  qui  peuvent
interagir  avec  les  protéoglycanes  du  glycocalyx  des  ECs.  (Huo  et  Ley  2004;  Lievens  et  von
Hundelshausen 2011; Kaplan et Jackson 2011).
    iii) Neutrophiles
Les neutrophiles sont des granulocytes (lignée myéloïde) classiquement impliqués dans les phases
précoces  de  la  réaction  inflammatoire  aiguë.  La  présence  des  neutrophiles  dans  les  plaques
d'athéromes  est  avérée,  malgré  leur  relativement  courte  durée  de  vie  et  leur  difficulté
d’identification  liée  à  des  variations  phénotypiques ;  leur  rôle  fonctionnel  de  cellules  pro-
inflammatoires  participe  à  la  physiopathologie  de  l'athérosclérose  (Soehnlein  2012).  Ainsi,  les
neutrophiles  participent  à  la  réaction  inflammatoire  principalement  par  sécrétion  d’enzymes
protéolytiques (e.g. MMP-2/9,  cathepsine G) et d'autres médiateurs de l'oxydation (e.g. MPO) et de
l’inflammation (e.g. MCP-1) depuis des granules cytoplasmiques. Il a été montré que le taux de
neutrophiles circulants est augmenté avec l'hyperlipidémie  (Araujo  et al. 1995) ; les neutrophiles
ont été associés à une aggravation de la dysfonction endothéliale liée à l'oxydation  (Araujo et al.
1995; Griffin et al. 2012), et plus globalement à une augmentation de l'inflammation. 
    iv) Mastocytes
Les mastocytes sont des cellules de l'immunité innée, notamment décrites dans l'hypersensibilité
immunologique. Leur mode d'action principal est la sécrétion de substances pro-inflammatoires par
dégranulation. En dehors de cette action pro-inflammatoire, l'implication des mastocytes dans la
réponse  Treg a  également  été  montrée  (Lu  et  al. 2006).  La  présence  de  mastocytes  en  faible
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proportion a été démontrée au sein de lésions d'athérome. Du côté abluminal de la paroi artérielle,
ces  cellules  ont  également  été  identifiées,  tout  comme  d'autres  types  cellulaires,  dans  le  tissu
lymphoïde tertiaire (Kovanen 2007; Gräbner et al. 2009).
    v) Les lymphocytes B
Les lymphocytes B sont associés à la réponse humorale : c'est le type cellulaire responsable de la
production et de la sécrétion d'anticorps. Tout comme pour les TCR, les anticorps sont associés à un
clone de lymphocytes B ayant subi un phénomène de recombinaison somatique et sont spécifiques
d'un  épitope.  Les  lipoprotéines,  en  particulier  les  résidus  lysines  de  la  protéine  apoB,  sont
immunogènes lorsque modifiées par oxydation. La présence d’anticorps ciblant les oxLDL atteste
de  l'implication  des  lymphocytes  B dans  la  pathologie ;  les  propriétés  athéroprotectives  de  ces
anticorps ont été démontrées (Schiopu et al. 2004). Cependant, les observations de lymphocytes B
dans les plaques sont rares et controversées ; il semblerait que l'activation de ces cellules ait lieu
dans  des  organes  lymphoïdes  secondaires  ou  tertiaires,  récemment  mis  en  évidence  comme
structures associées à l'athérosclérose (Hansson et Hermansson 2011). En plus de la reconnaissance
des  oxLDL et  des  fragments  apoptotiques,  ces  anticorps  reconnaissent  également  la  paroi  de
bactéries  pneumocoques.  Ceci  suggère  un  mécanisme  de  mimétisme  moléculaire  entre
l'athérosclérose et l'infection de pneumocoques potentiellement impliqués dans l'aggravation de la
pathologique en rapport avec la présence de pathogènes (Hansson et Hermansson 2011).
  2.3.4 Accumulation de lipides
La  rétention  des  lipoprotéines  et  leur  modification  dans  l'espace  sous-endothélial  précède  leur
internalisation par les cellules des plaques qui vont accumuler les lipides et devenir des cellules
spumeuses. Cette internalisation est principalement permise par les SRs des macrophages et SMCs.
   2.3.4.1 Origine des cellules spumeuses
Les cellules spumeuses peuvent provenir de macrophages ou de SMCs. Dans les lésions précoces,
les cellules spumeuses issues de macrophages  sont retrouvées dans les couches superficielles de
l'intima  tandis  que  les  cellules  spumeuses  dérivant  des SMCs  sont  retrouvées dans  la  couche
musculo-élastique  (Katsuda  et  al. 1992).  Dans  les  lésions  plus  avancées  présentant  un  cœur
lipidique, la couche musculo-élastique est hypo-cellulaire. Ceci a été lié à  l’apoptose des SMCs
contenant des oxLDLs (Kockx et al. 1998; Okura et al. 2000). 
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   2.3.4.2 Captation de lipides
Les lipoprotéines à apoB, en particulier les LDL, peuvent être internalisées par le récepteur LDLR.
Cependant, cette voie est soumise à un rétrocontrôle mettant en jeu la signalisation SERBP (sterol-
regulatory element binding pathway) en présence de cholestérol libre (FC, free cholesterol) dans le
réticulum endoplasmique (ER, endoplasmic reticulum), et n'entraîne pas d'accumulation excessive
de lipides intra-cellulaires  (Brown et Goldstein 1997). En revanche, la captation de lipoprotéines
modifiées par l'intermédiaire de SRs n'est pas régulée et entraîne une accumulation importante de
lipides intra-cellulaires (Greaves et Gordon 2009).
L'internalisation des oxLDL est principalement médiée par des SRs ; en particulier, il a été montré
que 90 % des oxLDL sont internalisés par les récepteurs SRA et CD36 (Kunjathoor  et al. 2002).
Cette  internalisation  par  micropinocytose  est  liée  à  la  signalisation  induite  par  la  fixation  des
oxLDL sur CD36 en particulier (Silverstein et al. 2010). Le récepteur éboueur LOX-1 ne participe
que modestement à la formation des cellules spumeuses (J. L. Mehta et al. 2006). Un mécanisme de
phagocytose de LDL agrégés avec des éléments de matrice extracellulaire a été proposé pour rendre
compte  de  cette  internalisation  (Tabas  et  al. 1993).  Le phénomène de  macropinocytose  permet
l'internalisation  de  lipoprotéines  natives  ou  présentant  divers  degrés  d'oxydation  par  une  voie
indépendant des SRs (Figure 9) (Kruth et al. 2002). Cependant ces deux phénomène ne participent
que marginalement à la formation des cellules spumeuses (Steinberg 2009).
   2.3.4.3 Devenir intra-cellulaire et réponse au cholestérol
    i) Dans le réticulum endoplasmique
Les esters de cholestérol (CE, cholesteryl esters) des lipoprotéines sont hydrolysés en FC et acides
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Figure 9. Les LDL dans différents 
états d'oxydation peuvent être captés 
par macropinocytose suite à la 
signalisation liée aux mmLDL, 
quelque soit leur état d'oxydation ou 
par micropinocytose à la suite de la 
liaison entre oxLDL et SR. (Miller et 
al. 2011)
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gras dans les endosomes tardifs. Le FC peut être transloqué vers des sites cellulaires périphériques
(notamment sous l'action de NPC1 et NPC2) tels que la membrane cellulaire et le ER. Dans le ER,
le  FC inhibe la  signalisation de SERBP (sterol-regulatory element  binding pathway)  avec pour
conséquence une diminution de l'expression de LDL-R et de la synthèse du cholestérol endogène
(Brown et Goldstein 1997). Toujours dans le ER, le FC peut être re-estérifié en CE sous l'action de
l'ACAT (acyl-CoA:cholesterol ester transferase) (Brown, Ho, et Goldstein 1980) responsable d'une
accumulation de cholestérol  au sein d'inclusion lipidiques  conférant  le  phénotype spumeux aux
cellules considérées.
    ii) Efflux de cholestérol
À la membrane cellulaire, le FC est disponible pour l'efflux de cholestérol. Ce phénomène consiste
en un transfert  du FC vers le feuillet  externe de la membrane plasmique à partir  duquel le FC
diffuse passivement vers les HDL qui sont liées aux transporteurs ABCA1 et ABCG1, pour les HDL
naissantes et matures respectivement, tous deux présentant un faible taux de FC (Tall et al. 2008).
L'expression des transporteurs ABCA1 et ABCG1 est sous le contrôle des facteurs de transcription
LXR (Calkin et Tontonoz 2010) ; cette expression est régulée par miR-33 (Najafi-Shoushtari et al.
2010; Rayner et al. 2010).
    iii) Inflammation
L'accumulation  intra-cellulaire  de  cholestérol  peut  résulter  en  la  formation  de  cristaux  de
cholestérol (Small 1988). Comme mentionné précédemment, la présence de cristaux de cholestérol
est  responsable  de  la  formation  de  l'inflammasomes  NRLP3  et  de  la  signalisation  associée
responsable  de  la  sécrétion  de  cytokines  pro-inflammatoires  (Duewell  et  al. 2010).  Comme
développé plus loin, l'accumulation intra-cellulaire de cholestérol contribue à l'entrée en apoptose
des cellules spumeuses. 
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 2.4 Progression de l'athérosclérose
Les lésions athéromateuses précoces présentent une accumulation de lipoprotéines oxydées dans
l'intima ainsi que divers éléments cellulaires, notamment des SMCs et macrophages différenciés ou
non en cellules spumeuses ainsi que d'autres cellules immunitaires. Le maintien voire l'accentuation
des processus impliqués dans la formation de ces lésions, i.e. l'entrée, la rétention, la modification
oxydative  des  lipoprotéines  dans  l'intima  et  la  réponse  inflammatoire  associée  fait  évoluer  ces
lésions vers un stade athéromateux, avec une accumulation de lipides extracellulaires au sein d'une
zone acellulaire confluente (cœur lipidique) et l'induction d'une réponse fibro-proliférative, associée
au remodelage vasculaire et aboutissant à la formation d'une capsule fibreuse (Stary et al. 1995).
   2.4.1.1 Cœur lipidique
Les cellules spumeuses chargées de lipides entrent en apoptose, notamment sous l'action du stress
liée au réticulum endoplasmique (ER stress) et du stress oxydant. L'efferocytose est défini comme
la  capacité  à  résoudre  l'inflammation  suite  au processus
d'apoptose  (Serhan  et  al. 2007).  L'athérosclérose  est
caractérisée  par  une  efferocytose  défectueuse  et  une
nécrose  secondaire  des  cellules  apoptotiques  non
phagocytées  (Tabas  2010a). Il  en  résulte  alors  une
accumulation de lipides extra-cellulaires, au sein d'un cœur
lipidique convergents, inflammatoire et nécrotique dans les
lésions avancées (Figure 10).
    i) Apoptose des cellules spumeuses
L'apoptose des cellules spumeuses implique le stress lié au
ER  associé  à  d'autres  stimuli  pro-apoptotiques  (second
hit).
L'accumulation de FC dans le ER déclenche un stress liée
au ER, qui met en jeu la réponse UPR (Unfolded Protein
Response) (Moore et Tabas 2011). La voie UPR est médiée
par  une  augmentation  de  CHOP  (CEBP-homologous
protein) qui entraîne une libération de calcium du ER et
une signalisation via CaMKII (Ca++/calmodulin-dependent
protein kinases II) (Thorp et al. 2009).
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Figure 10. Modèle de formation du cœur 
lipidique causé par l'apoptose de cellules 
spumeuses associée à une efférocytose 
déficiente des éléments apoptotiques et 
une nécrose secondaire. (Seimon et 
Tabas 2009)
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En association à cette voie, il a été montré que d'autres voies de signalisations sont importantes pour
l'induction de l'apoptose,  et  agissent  en complément du ER stress (second hit).  La présence de
oxLDL reconnus  par  les  PRR  est  notamment  responsable  de  l'activation  du  complexe  NOX
lysosomal responsable d'un stress oxydant  (Seimon et al. 2010). Les oxLDL sont responsables de
l'activation  de  NOX  via  une  signalisation  impliquant  CD36,  TLR2  et  TLR6 ;  la  signalisation
impliquant une interaction CD36-TLR2, plus particulièrement en réponse à Lp(a), a été montrée
dans l'activation de la NOX. (Seimon  et al. 2010). La signalisation de SR-A en association avec
TLR4  est  responsable  d'une  diminution  des  signaux  de  survie  (Seimon  et  al. 2006).  Ces
signalisations  induisent  la  voie mitochondriale  de  l'apoptose  (Tabas  et  Ron 2011) qui  implique
notamment l'activation des caspases (en particulier caspases-9/3) (Hengartner 2000).
Les  cellules  apoptotiques  ainsi  engendrées  expriment  des  signaux  attractant  les  cellules
phagocytaires ainsi que des signaux pro-phagocytaires (e.g. exposition de la phosphatidylsérine) et
répriment les signaux anti-phagocytaires favorisant le phénomène d'efférocytose (Henson, Bratton,
et Fadok 2001).
    ii) Efferocytose
La résolution de l'inflammation passe par la phagocytose des cellules apoptotiques, reconnues grâce
à la présence de marqueurs spécifiques comme l'exposition de la phosphatidylsérine. Ce processus
entraîne  une  dégradation  des  éléments  apoptotiques  au  sein  de  phagolysosomes  des  cellules
phagocytaires ainsi qu'une signalisation anti-inflammatoire, avec notamment la sécrétion de TGFβ
et d'IL-10, permettant d'éviter une nécrose secondaire des cellules phagocytaires (Henson, Bratton,
et Fadok 2001). Cependant, diverses maladies chroniques dont l'athérosclérose avancée présentent
une efférocytose déficiente (Schrijvers et al. 2005). La grande capacité d'efférocytose suggère que
ce défaut n'est pas lié à une saturation de la capacité d'efférocytose et il a été montré que le caractère
spumeux des macrophages des plaques avancées ne compromet pas leur capacité d'efférocytose (Y.
Li  et  al. 2006).  Le  défaut  d'efférocytose  pourrait  être  lié  à  l'excès  d'éléments  extracellulaires
perturbant  la  reconnaissance  des  éléments  apoptotiques  (M.-K.  Chang  et  al. 1999),  au  déficit
d'expression de signaux pro-apoptotiques ou des récepteurs d'efférocytose ou de leurs molécules
adaptatrices  (bridging  molécules)  dans  le  contexte  des  lésions  avancées  (Tabas  2010a).  En
particulier,  il  a  été  montré  que  le  clivage  du  récepteur  d'efférocytose  Mertk  par  l'α-secrétase
ADAM-17 entraîne l'inhibition de l'efférocytose (Sather et al. 2007). Le défaut de signalisation anti-
inflammatoire,  dû  à  l'environnement  fortement  pro-inflammatoire,  peut  expliquer  le  défaut
d'efferocytose (Tabas 2010a).
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    iii) Nécrose de plaque
Le défaut d'efférocytose mène à la mort cellulaire par nécrose des macrophages impliqués dans
l'efférocytose, qui constituent alors les macrophages nécrotiques post-apoptiques à l'origine du cœur
lipidique (Tabas  2010a).  Ces  cellules  nécrotiques  présentent  les  marqueurs  habituels  de  mort
cellulaire  par  nécrose (e.g.  gonflement  cytoplasmique) (Kroemer  et  al. 2008) .  Ainsi,  le  cœur
lipidique des lésions avancées est constitué d'éléments apoptotiques et d'éléments nécrotiques, qui
amplifient la réaction inflammatoire.
    iv) Autophagie
L'autophagie est une modalité de mort cellulaire distincte de l'apoptose et de la nécrose,
initialement décrite dans des conditions de déprivation en nutriments, qui ne génère que
peu  d'inflammation (Kroemer  et  al. 2008).  Il  a  été  montré  que  les  facteurs  responsable  de
l'apoptose, i.e. le stress du ER et le stress oxydant, peuvent également déclencher la mort cellulaire
par autophagie. L’autophagie, notamment des macrophages présents au niveau des épaulements de
plaques, est induite par la signalisation TLR7 et présente un effet protecteur (De Meyer et al. 2012),
tandis  que  la  diminution  de  l'autophagie  est  responsable  d'une  aggravation  de  la  pathologie
(Xianghai Liao et al. 2012).
    v) Rôle de la vascularisation
L'hypothèse  de  l'implication  de  la  vascularisation  des  plaques  d'athérome  dans  le  phénomène
physiopathologique de l'athérosclérose a été émise il y a près de 30 ans  (Barger  et al. 1984). De
nombreux  signaux  pro-athérogéniques,  présents  en  condition  inflammatoire,  sont  également
identifiés  comme  facteurs  pro-angiogéniques  (Carmeliet  et  Jain  2000;  Moreno  et  al. 2006).
L'observation  de  tissus  post-mortem a  montré  une  accumulation  de  fer  et  de  membrane
d'érythrocytes  (caractérisées  par  la  présence  de  glycophorine  A)  associé  au  cholestérol
extracellulaire dans les plaques d'athéromes avancées ; ces éléments sont associés avec de larges
cœurs lipidiques et une forte infiltration de macrophages. L'induction d’une hémorragie intra-plaque
dans un modèle  de  lapin athérosclérotique  a  été  associée à  un enrichissement  en ces  éléments
(Kolodgie, Gold, et al. 2003) et donc à l'augmentation de la taille du cœur lipidique.
   2.4.1.2 Remodelage vasculaire
La progression de l'athérosclérose met en jeu la dégradation partielle de l’ECM à l'interface entre
l'intima et  la  média  ainsi  qu'une  stimulation  des  SMCs de  la  média  qui  migrent  vers  l'intima,
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proliférent, et adoptent un phénotype sécrétoire. Cette réponse fibro-proliférative est responsable de
la constitution d'un tissu fibreux entre le cœur lipidique et la lumière vasculaire – la capsule fibreuse
– ainsi que d'un remodelage excentrique de la paroi artérielle (Gibbons et Dzau 1994).
    i) Changements phénotypiques des cellules musculaires lisses
Origine des SMCs. Les SMCs des lésions athéromateuses sont, dans la limite de zones restreintes,
de nature monoclonale (Benditt et Benditt 1973). Classiquement, il est considéré que les SMCs de
la  média  présentant  un  phénotype  contractile  se  dédifférencient  pour  migrer  dans  l'intima  et
adoptent  un  phénotype  sécrétoire  (Chamley-Campbell  et  Campbell  1981;  Owens,  Kumar,  et
Wamhoff 2004). Ceci suggère que les SMCs de l'intima sont issues d'un faible nombre de cellules
ayant migré depuis la média et ayant proliféré sur un mode clonal (Schwartz et Murry 1998). Plus
récemment,  il  a  été  proposé  que  les  SMCs de  l'intima  serait  issues  de  progéniteurs  circulants
provenant de la moëlle osseuse  (Saiura  et al. 2001; Sata  et al. 2002). Cependant, il a été montré
chez la  souris  apoE-/- ayant  subi  une greffe  de moelle  osseuse que les SMCs des plaques sont
exclusivement  originaires  de la  média  (Bentzon  et  al. 2006).  La dédifférenciation  des  SMCs à
phénotype contractile de la média a récemment été remise en question, avec la mise en évidence
d'une population de cellules souches vasculaires multipotentes : les MVSC (Multipotent Vascular
Stem Cells),  présents  dans  la  média,  dont  l’expansion  serait  la  source  des  SMCs  à  phénotype
sécrétoire  de  l'intima  (Z.  Tang  et  al. 2012).  Ce  nouveau  paradigme  reste  pour  le  moment
controversé (Nguyen et al. 2013; Z. Tang et al. 2013).
Stimulation des SMCs. Les cellules inflammatoires de l'intima sont responsables de la synthèse
d'enzymes protéolytiques, en particulier les MMPs, qui dégradent divers éléments de la ECM. Par
ailleurs, les SMCs activées participent elles-mêmes à la synthèse de MMPs (Galis et Khatri 2002).
L'implication de ces enzymes dans la dégradation de la limitante élastique interne et de la ECM de
la média a été montrée, avec en particulier un rôle majeur des MMP-2/9  (Galis  et al. 2002; C.
Johnson et Galis 2004; Tronc et al. 2000; Katsuda et Kaji 2003) impliquées dans la dégradation de
la  membrane basale.  MMP-2 est  exprimée  constitutivement  par  les  SMCs sous  forme  de  pro-
enzyme et son activation peut se faire par divers stimuli pro-atherogéniques  (Newby et Zaltsman
1999).
La dégradation de la ECM permet la migration des SMCs, physiquement et par dérépression, et
fournit également un substrat à cette migration. En effet, il a été montré que la liaison à la ECM non
dégradée, en particulier au collagène de type I, est responsable d'une inhibition de la prolifération
(Koyama  et  al. 1996),  tandis que des éléments de membrane basale  dégradée,  en particulier  la
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fibronectine dégradée (EDA, extra domain A) est reconnue par le récepteur TLR-4. Cette interaction
a été décrite comme favorisant le changement phénotypique des SMCs (Okamura et al. 2001). Il a
été montré que d'autres signalisations liées à l'interaction à la ECM sont impliquées notamment
dans la régulation de la prolifération et de la migration des SMCs. 
Les SMCs sont également soumises à d'autres stimuli, dont les facteurs dérivés de l'endothélium :
les EDCF (ET-1, TXA2), ainsi qu’à la diminution de la signalisation liée à l'endothélium fonctionnel
(notamment le NO, mais aussi le PGI2 et la signalisation EDHF) (Vanhoutte 2009). Il a été montré
que les microRNA miR-143 et miR-145 participent à la régulation du phénotype des SMCs : la
diminution  de  cette  signalisation  est  impliquée  dans  l'adoption  d'un  phénotype  prolifératif  des
SMCs dans l'athérosclérose  (Cordes  et al. 2009) ;  cet  effet  est  lié  à une signalisation paracrine
depuis les  ECs (Hergenreider et al. 2012). Divers facteurs de croissance, issus des ECs et des autres
types  cellulaires,  participent  à  l'activation  des  SMCs.  Initialement  décrite  dans  le  cas  de  la
dénudation de l'endothélium, la réponse fibro-proliférative est également décrite en réponse aux
facteurs  de  croissance  dérivés  des  plaquettes  (PDGF,  platelets-derived  growth  factor).  D'autres
facteurs  de croissance ou cytokines tels  que  le  FGF-2 (fibroblast  growth factor-2)  et  le  TGF-β
(transforming growth factor-β) ont été décrits comme participant à la stimulation des SMCs (Ross
1999),  tout  comme  l'angiotensine  II  (Berk  et  al. 1989) et  d'autres  signaux  pro-athérogéniques
(Hautmann, Madsen, et Owens 1997; X. Li et al. 1997), le stress oxydant (B. Su et al. 2001) et la
présence de lipoprotéines modifiées: mmLDL (Vink et al. 2002; Hollestelle et al. 2004) et oxLDL
(Pidkovka et al. 2007). Enfin, l'étirement des SMCs  a  été identifié comme un facteur responsable
de la modulation phénotypique (Reusch et al. 1996; Y. Feng et al. 1999; Haga, Li, et Chien 2007).
L'intégration  des  différents  signaux est  un  phénomène  complexe,  qui  implique  notamment  une
diminution de la signalisation liée aux facteurs de transcription nucléaires PPAR-α/δ (proliferator-
activated receptor-α/δ) activés par la PGI2 en présence d'un endothélium fonctionnel, et impliqués
dans le maintien d'un phénotype contractile (Staels et al. 1998; Tsai et al. 2009), ainsi que Klf-4/5
(Krüppel-like factor-4/5) (Owens, Kumar, et Wamhoff 2004) et d'autres mécanismes de régulation,
en particulier au niveau post-transcriptionnel (X. Liu et al. 2009).
Phénotype prolifératif & sécrétoire. Les SMCs des plaques d'athérome présentent un phénotype
sécrétoire et prolifératif, distinct du phénotype contractile des SMCs de la média. Ce phénotype est
caractérisé par une diminution des protéines contractiles, une altération du métabolisme du calcium
et des capacités contractiles, un index de prolifération plus élevé  (D. Gordon  et al. 1990), et un
phénotype caractéristique des cellules sécrétoires, notamment avec un ER (endoplasmic reticlum) et
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un appareil de Golgi développés (Owens, Kumar, et Wamhoff 2004). Ces cellules sont responsables
de la synthèse d’éléments de ECM qui vont constituer la capsule fibreuse  (Newby et Zaltsman
1999).
Les  SMCs  présentant  un  phénotype  sécrétoire  expriment  des  SRs  et  présentent  la  capacité  à
internaliser les lipoprotéines modifiées ; ces cellules peuvent évoluer et adopter un phénotype de
cellules spumeuses (J. H. Campbell et Campbell 1994; Klouche et al. 2000; Rong et al. 2003). Par
ailleurs, ce type cellulaire est également responsable de la calcification des plaques (voir plus loin).
Les SMCs de l'intima soumises aux stimuli pro-inflammatoires sont impliquées dans la synthèse de
divers messagers inflammatoires, la production de ROS et d'autres facteurs, notamment des facteurs
de croissance (Raines et Ferri 2005). Il a été montré qu’en réponse à l'IL-1, les SMCs secrètent des
facteurs de croissance tels que PDGF  (Raines, Dower, et Ross 1989) et FGF-2  (Gay et Winkles
1991), qui sont des facteurs-clés impliqués dans le remodelage vasculaire. L'expression de MCP-1
par les SMCs  (Yu  et al. 1992) et sa rétention par les protéoglycanes de l’ECM  (Kuschert  et al.
1999) sont impliquées dans le chimiotactisme des macrophages via CCR2 (K. H. Han et al. 1998)
ainsi que dans l'hypertrophie intimale et la réponse inflammatoire qui en découle  (Schober  et al.
2004). Ce phénomène est lié à la présence d'un gradient de chimiokines constitué par l’interaction
entre chimiokines et protéoglycanes (Wei et al. 2003).
    ii) Capsule fibreuse
La constitution de la capsule fibreuse est la continuité du phénomène fibro-prolifératif des lésions
initiales  présentant  un  cœur  lipidique  confluent  formé.  Les  SMCs  stimulées  prolifèrent  et
synthétisent des éléments de ECM, en particulier des fibres de collagène et forment une capsule
fibreuse qui recouvre le cœur lipidique (Newby et Zaltsman 1999). Le collagène fibrillaire sécrété
par les SMCs est un constituant majeur des plaques avancées, comptant pour 30 – 60 % de la masse
sèche des plaques. Tout comme dans la média, le collagène de type I est majoritaire (~70 %) par
rapport  au  collagène  de  type  III  dans  la  capsule  fibreuse  (Stary  et  al. 1995).  La  présence  de
collagène de type V et de type IV, associé à la membrane basale des SMCs, a également été montrée
dans l’intima, mais davantage au niveau de lésions initiales (Shekhonin et al. 1987). La synthèse de
collagène est directement augmentée en réponse au TGF-β, (Frutkin et al. 2009). Dans la capsule
fibreuse constituée, les SMCs présentent un phénotype sécrétoire moins prononcé. Ces cellules sont
entourées de membrane basale pouvant atteindre 10 fois l'épaisseur du corps cellulaire (Stary et al.
1995).  En  cas  de  rupture  de  la  capsule  fibreuse  à  proximité,  ces  SMCs  à  membrane  basale
présentent une réactivation du phénotype sécrétoire (Timpl et Dziadek 1986). Ceci est attribué à la
55/274
Revue bibliographique
régulation de la prolifération et de la sécrétion en présence de collagène fibrillaire, tandis que les
zones  riches  en  fibronectine  et  protéoglycanes  et  en  éléments  dégradés  de  ECM favorisent  la
prolifération des SMCs (Doran, Meller, et McNamara 2008).
    iii) Le remodelage vasculaire excentrique et constrictif
La dégradation de la ECM de la média, la destructuration de ce tissu avec l'entrée en cycle de SMCs
et la perte de leur phénotype contractile, et la synthèse de ECM dans l'intima sont responsables d'un
phénomène  de  remodelage  excentrique  qui  induit  une  augmentation  du  diamètre  externe  du
vaisseau (Figure 11) (Glagov et al. 1987). Ce phénomène est associé avec une augmentation de la
taille des plaques sans diminution du diamètre de la lumière vasculaire ; il est observé pour ~ 60 %
des lésions coronaires (Chatzizisis et al. 2007).
En dehors du remodelage vasculaire excentrique, une réponse fibro-proliférative importante peut
être  responsable  d'une  diminution  de  la  lumière  vasculaire  secondaire  à  un  phénomène  de
remodelage constrictif (Mintz et al. 1997).
   2.4.1.3 Calcification des plaques
La calcification débute par  la  formation de granules microscopiques  retrouvées dans les SMCs
(intracellulaire)  et  dans  le  cœur  lipidique  (extra-cellulaire).  Les  granules  extra-cellulaires  sont
issues,  en partie,  des  granules  intracellulaires  libérées  lors de la  mort  des  SMCs. Ces  granules
s'assemblent pour former de plus larges structures, pouvant évoluer jusqu'à une large calcification
des plaques, voire une métaplasie osseuse (Boström et al. 1993; Stary 2000a).
Calcification. Les  SMCs  représentent  le  type  cellulaire  impliqué  dans  la  calcification.  Le
phénomène de calcification débute dans les vésicules intracellulaires présentant une accumulation
de calcium et  de  phosphate,  en formant  des  cristaux d'hydroxyapatite  (Demer  et  Tintut  2008).
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Figure 11. Le remodelage excentrique permet 
de préserver la lumière vasculaire dans les 
temps initiaux de l'athérosclérose coronaire 
chez l'homme. (Stocker et Keaney 2004 ; 
adapté de Glagov et al. 1987)
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L'expression de diverses molécules impliquées dans le processus de calcification,  notamment la
phosphatase  alcaline,  a  été  démontrée  au  sein  de  SMCs  adoptant  un  phénotype  particulier,
approchant fonctionnellement des chondrocytes (Bobryshev 2005; Speer et al. 2009; Sage, Tintut,
et Demer 2010). La modulation phénotypique des SMCs et leur implication dans le processus de
calcification sont sous le contrôle de différents facteurs, notamment les facteurs de croissance BMP-
2/4 (bone morphogenetic protein 2/4), l'inflammation chronique de bas grade avec un rôle important
du TNF, ou encore le stress oxydant et le métabolisme des vitamines D et K (Sage, Tintut, et Demer
2010). Le métabolisme des vitamines D et K est impliqué dans la régulation de MGP (matrix gla -
gamma carboxyglutamate - protein), inhibiteur des BMP fortement impliqué dans la calcification
artérielle comme montré par le phénotype d'invalidation de MGP présentant une calcification rapide
et  intense  sur  l'arbre  artériel  (Luo  et  al. 1997).  En  extra-cellulaire,  la  nucléation  des  produits
minéralisés contenus dans les vésicules sécrétées met en jeu les éléments fibrillaires de la ECM
(Demer et Tintut 2008).
Résorption. Les  cellules  de  lignée  monocytaire  et  en  particulier  les  macrophages  des  plaques
participent à la résorption des calcifications de manière analogue aux ostéoclastes. Ce mécanisme
met en jeu notamment la signalisation liée au récepteur RANK et l'activation de NF-κB (Steitz et
al. 2002).
 2.5 La vulnérabilité
Les plaques d'athérome responsables de thrombose coronaire, et donc potentiellement de syndrome
coronarien aigu (ACS, acute coronary syndrome), sont des plaques vulnérables. Deux types majeurs
de plaques vulnérables sont identifiés : les plaques susceptibles à l'érosion (erosion-prone plaques)
et les plaques susceptibles à la rupture (rupture-prone plaques), majoritairement responsable des
ACS (Falk et al. 2013). La vulnérabilité associée à ces deux types de plaque fait appel à des notions
bien  distinctes  bien  que  dans  les  deux  cas  les  ACS  soit  liés  à  la  thrombose  intravasculaire
(Figure 12).
57/274
Figure 12. À gauche, thrombose 
associée à la rupture de plaque. 
À droite, thrombose associée à 
l'érosion de plaque 
(Davies 2000).
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  2.5.1 Précision sur la notion de vulnérabilité
Le patient vulnérable. Comme développé par Naghavi et al (Naghavi et al. 2003a; Naghavi et al.
2003b), les plaques ne sont pas seules responsables de la vulnérabilité. En effet, le patient défini
comme vulnérable d'un point de vue cardiovasculaire est un patient présentant un risque élevé de
survenue d'un ACS.
La survenue d'un ACS est liée à la survenue d'une thrombose intra-coronaire. Or, l'observation de la
rupture asymptomatique de plaques coronaires humaines est fréquente (Burke et al. 2001), ce qui
signifie  que la  rupture n'induit  pas systématiquement  une thrombose importante.  Ceci peut être
expliqué par une faible thrombogénicité du sang (notion de sang vulnérable). À l'inverse, les patient
présentant  une  thrombose  associée  à  l'érosion  de  plaque,  qui  n'expose  que  modestement  les
éléments pro-thrombogènes des plaques aux facteurs de coagulation sanguins, présentent un sang
fortement thrombogène ou vulnérable.
La  notion  de  patient  vulnérable  est  étendue  encore  davantage  avec  la  notion  de  myocarde
vulnérable. Cette notion déroge à la conception de la vulnérabilité associée à la thrombogénicité,
mais ajoute une distinction sur l'issue de l'ischémie induite par la thrombose coronaire en fonction
de l'état du myocarde. Plus particulièrement, la vulnérabilité du myocarde réfère à sa propension à
développer  une  arythmie  fatale,  en  rapport  à  l'activité  du  système  nerveux  autonome  ortho-
sympathique.
Les plaques à risque. Il a été observé que les plaques responsables d'une sténose importante sont
davantage susceptibles de causer un ACS ; l'importance de la sténose est donc en rapport avec la
vulnérabilité (Falk 1983). Cependant, comme le montre les données épidémiologiques (Falk, Shah,
et  Fuster 1995;  M. J.  Davies 1990),  du fait  de la  plus faible  prévalence des plaques fortement
sténotiques par rapport aux plaques moins sténotiques, le risque statistique pour que des plaques
modérément sténotiques soient responsable d’un ACS est plus élevé  (Naghavi  et al. 2003a). De
plus, l'athérosclérose étant une maladie diffuse, la présence de ces plaques fortement sténotiques
implique une charge athérosclérotique globale importante, d'où une forte probabilité de présence
d'autres plaques potentiellement vulnérables (J. A. Goldstein et al. 2000). 
Plaques à nodule calcique.  La classification proposée par Virmani  et al. (Virmani  et al. 2000)
présente un troisième type de plaque vulnérable : les plaques à nodule calcique, auxquelles 2 – 7 %
des ACS sont  imputés  (vs.  55 – 60 % pour la  rupture de plaque,  et  30 – 35 % pour l'érosion
(Virmani  et al. 2006)). L'étude clinique PROSPECT (Providing Regional Observations to Study
Predictors of Events in the Coronary Tree) au cours de laquelle un suivi de 3 ans a été réalisé par
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échographie  endocoronaire  sur  une  cohorte  de  697  patients  a  montré  une  faible  prévalence
d’événements coronaires (MACEs, major adverse cardiovascular events) dus aux lésions présentant
des nodules calciques présents chez 12 % des patients, par rapport aux autres lésions étudiées (Xu
et al. 2012). Les plaques vulnérables étant des plaques présentant un risque élevé de complication
thrombotique,  cette  étude  montre  que  les  plaques  à  nodules  calciques  ne  doivent  pas  être
considérées comme des plaques vulnérables (Falk et al. 2013).
Autres distinctions entre plaques vulnérables. Naghavi et al. (Naghavi et al. 2003a) distinguent
d'autres  types  de  plaques  vulnérables  qui  peuvent  toutefois  être  assimilées  à  des  plaques
susceptibles soit  à l'érosion,  soit  à la rupture.  Ainsi,  les plaques rompues/guéries et  les plaques
présentant une hémorragie intra-plaque sont des plaques susceptibles à la rupture,  alors que les
plaques présentant une érosion superficielle sont susceptibles à l'érosion.  Les plaques fortement
sténotiques quant à elles peuvent présenter un risque de thrombose et d'occlusion lié à la contrainte
de cisaillement (Naghavi et al. 2003a) ; 
Angor.  Le  développement  de  plaques  d'athérome  peut  également  aboutir  à  des  plaques  non
vulnérables. Dans ce cas de figure, ces plaques peuvent être soit non sténosantes, auquel cas la
pathologie  athérosclérotique  demeure  asymptomatique,  soit  ces  plaques  peuvent  présenter  un
caractère  sténosant.  Dans ce  deuxième cas,  la  limitation du flux  sanguin  peut  être  responsable
d'ischémie, plus particulièrement en cas d'augmentation des besoins du myocarde en oxygène (à
l'effort) ;  c'est  la  maladie  coronaire  stable  ou  angor.  Les  études  épidémiologiques  présentant
l'incidence  de  CAD prennent  en  compte  ces  plaques  coronaires  responsables  d'angor,  appelées
abusivement plaques stables ; les études portant sur la vulnérabilité s'intéressent à l'incidence des
ACS.
Les déclencheurs.  Le risque de survenue des ACS est notamment augmenté lors de l'exercice
physique et  en cas de stress émotionnel.  Ceci témoigne d'une implication potentielle d'éléments
déclencheurs dans la survenue des ACS, tels que l'augmentation de la fréquence cardiaque ou de la
pression artérielle,  en réponse à  l'activation du système nerveux orthosympathique par exemple
(Mittleman et Mostofsky 2011).
  2.5.2 Rupture de plaque
Les ACS sont majoritairement  causés par la rupture des plaques.  Les plaques susceptibles  à la
rupture sont les plaques athéromateuses à mince capsule fibreuse (TCFA, thin-cap fibroatheroma).
Ces lésions sont caractérisées principalement par un large cœur lipidique, une fine capsule fibreuse
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et une inflammation importante.
   2.5.2.1 Approche biomécanique
La rupture de plaque fait référence à la perte d'intégrité physique de la capsule fibreuse. Cette perte
survient  suite  à  la  déchirure  physique  du  tissu  constituant  la  capsule  fibreuse,  à  la  suite  de
l'application d'une force. Une force se répartissant sur une surface importante sollicite moins un
matériau que la même force appliquée sur une faible surface ;  pour s'affranchir  de la surface à
considérer, on peut introduire la notion de contrainte, définie comme le rapport de la force sur la
surface à laquelle elle est appliquée. Similairement à ce qui a été introduit pour la contrainte de
cisaillement, cette grandeur est homogène à une pression, exprimée en Pascals (Pa) ; ces contraintes
présentes au sein de la paroi vasculaire (comprenant les lésions athéromateuses) sont dénommées
contraintes pariétales (cf. Partie expérimentale : Biomécanique). Il a été montré que la rupture de la
capsule fibreuse survient aux zones présentant une élévation de la contrainte pariétale (Richardson,
Davies, et Born 1989; G. C. Cheng et al. 1993) (Figure 13).
Ces  considérations  biomécaniques  expliquent  pour  partie  le  caractère  vulnérable  associé  à
l'épaisseur  de  la  capsule  fibreuse  et  l'importance  du  cœur  lipidique ;  elles  sont  davantage
développées en Partie expérimentale : Biomécanique, où elles sont alors discutées en rapport avec
les données obtenues lors de l'étude biomécanique menée sur le  modèle murin d'athérosclérose
qu'est la souris apoE-/-.
La contribution de la contrainte de cisaillement au phénomène de rupture physique apparaît faible
en raison de la valeur modeste de cette force au regard de la contrainte pariétale (Teng et al. 2010) .
Cependant, son influence sur la fonction des ECs apparaît comme importante dans la vulnérabilité
des  plaques  (Seneviratne  et  al. 2013).  En  effet,  les  plaques  se  développant  dans  les  zones  de
contraintes  oscillantes  présentent  un  contenu  en  SMCs et  en  collagène  plus  important  que  les
plaques situées dans des zones à faible contrainte de cisaillement, plus inflammatoires (C. Cheng et
al. 2006). La mécanotransduction liée à l'étirement cyclique des SMCs de la paroi artérielle est liée
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Figure 13. Association d'une zone de 
rupture de plaques (flèche noire) à 
une élévation de la contrainte 
pariétale (flèches blanches). (Cheng 
et al. 1993)
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au  remodelage  vasculaire  (Haga,  Li,  et  Chien  2007) avec  notamment  une  augmentation  de  la
synthèse de fibres de collagène liée au TGF-β mais aussi une augmentation de l'activité MMP-2
(O’Callaghan et Williams 2000) ; ces effets sont ambivalents sur la stabilité de la capsule fibreuse.
   2.5.2.2 Critère de vulnérabilité
Naghavi et al. (Naghavi et al. 2003a) présentent trois critères majeurs pour la définition des plaques
vulnérables,  susceptibles  à  la  rupture :  l'inflammation,  la  présence  d'une  fine  capsule  fibreuse
associée à un large cœur lipidique, et la présence de fissuration dans la capsule fibreuse, ainsi que
trois  critères  mineurs :  l'hémorragie  intra-plaque,  le  remodelage positif,  et  la  couleur  jaune des
plaques lors de l'analyse par angioscopie, témoin d'un large cœur nécrotique. Une discussion sur les
techniques proposées pour l'évaluation de ces critères de vulnérabilité est développée plus loin (cf.
3).
Épaisseur de la capsule fibreuse. Par définition, pour une même force appliquée, la contrainte
augmente d'autant plus que la surface à laquelle elle est appliquée est réduite. Ainsi, intuitivement,
il est aisé de concevoir que l'amincissement de la capsule fibreuse résulte en une augmentation des
contraintes dans la capsule fibreuse. Les études biomécaniques démontrent que les contraintes sont
augmentées d'autant plus que la capsule fibreuse est mince (Finet, Ohayon, et Rioufol 2004). Sur la
base d'observations post-mortem, le seuil d’épaisseur de la capsule fibreuse a été défini à 65 µm
(Naghavi et al. 2003a). En effet, les observations de Burke et al. (Burke et al. 1997) ont montré une
épaisseur  moyenne  de  capsule  fibreuse  de  23 ± 19 μm,  < 65 μm dans  95 % des  cas  de  plaque
présentant une rupture. Des observations in vivo sur des patients présentant un ACS ou un angor ont
montré  que  l'épaisseur  critique  pour  laquelle  la  rupture  est  observée  est  de  80 µm,  l'épaisseur
minimale médiane des plaques rompues étant de 54 μm, avec 80 % des ruptures survenant aux
zones d'épaisseur minimale (Figure 14) (Yonetsu et al. 2011).
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Taille du cœur nécrotique. En raison de sa nature même, le cœur lipidique ne présente que de
faible  propriétés  mécaniques ;  ainsi,  les forces  externes ne peuvent  que faiblement  solliciter  ce
milieu (Loree, Tobias, et al. 1994). Il en résulte que plus la taille du cœur lipidique est importante,
plus la capsule fibreuse est sollicitée mécaniquement (Finet, Ohayon, et Rioufol 2004). Sur la base
d'observations histologiques, les plaques comprenant un cœur lipidique comptant pour > 40 % de
l'aire  de  la  plaque  sont  considérées  comme  vulnérables  (Kolodgie  et  al. 2001).  Par  analyse
biomécanique sur modèle de plaques idéalisées, il a été montré que l'épaisseur du cœur lipidique
influe sur la concentration de contrainte au niveau de la capsule fibreuse sus-jacente, tandis que son
étendue circonférentielle  ne présente  que peu d'influence  sur  ce  paramètre  liée  à  la  rupture de
plaque (Ohayon et al. 2008).
Vascularisation et hémorragie intra-plaque.  L'hémorragie intra-plaque participe à la formation
d'un  cœur  lipidique ;  ce  phénomène  est  donc  lié  aux  critères  morphologiques  de  vulnérabilité.
L'hémorragie intra-plaque requiert la vascularisation préalable de la plaque ; c'est donc également
un  critère  de  vulnérabilité  (Kolodgie,  Gold,  et  al. 2003).  De  plus,  le  caractère  soudain  de
l’expansion  du  cœur  lipidique  secondaire  à  l'hémorragie  intra-plaque  peut  en  faire  un  facteur
déclencheur d’ACS (Michel et al. 2011).
L'aspect  jaune  à  l'angioscopie.  L'aspect  jaune  des  plaques  observées  en  angioscopie  est  à
rapprocher  des  critères  morphologiques  de  taille  du  cœur  nécrotique  et  d'épaisseur  de  capsule
fibreuse. En effet, cet aspect a pour origine l'importance du contenu en lipides des plaques et leur
visualisation au travers d'une capsule fibreuse mince (Takano et al. 2001).
Le remodelage positif. Le phénomène de remodelage excentrique de la plaque, décrit par Glagov
et al. (Glagov et al. 1987) est associé à une vulnérabilité plus élevée des plaques (Varnava, Mills, et
Davies  2002).  Comme présenté  par  Chatzizisis  et  al. (Chatzizisis  et  al. 2007),  le  remodelage
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Figure 14. Évaluation de l'épaisseur critique de la capsule 
fibreuse de plaques rompues et non rompues par 
tomographie de cohérence optique. (Yonetsu et al. 2011)
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excentrique est  impliqué dans le  maintien de la perturbation du flux et  de la  signalisation pro-
athérogénique  correspondante  observée  dans  les  ECs.  De  plus,  le  remodelage  excentrique  est
responsable d'une augmentation de la contrainte dans la capsule fibreuse (Ohayon et al. 2008).
Fissuration. La présence de fissurations dans la capsule fibreuse témoigne d'épisodes antérieurs de
rupture  de  plaque,  ce  qui  indique  que  la  plaque  considérée  (et  probablement  d'autres  plaques
développées  dans  le  même contexte  systémique)  a  développé  un phénotype vulnérable  qui  est
susceptible d'occasionner un autre épisode de rupture de plaque (Naghavi et al. 2003a).
Inflammation Comme  discuté  ci-dessous,  l'inflammation  est  liée  à  des  nombreux  processus
biologiques favorisant l'amincissement de la capsule fibreuse, l'expansion du cœur nécrotique et le
remodelage excentrique des plaques ;  c'est  un marqueur majeur de vulnérabilité  (Naghavi  et al.
2003a).
   2.5.2.3 Mécanismes biologiques
    i) Capsule fibreuse
Tout processus impliqué dans la diminution de la synthèse de collagène par les SMCs, dans la
dégradation des fibres de collagène, et dans la diminution de la quantité de SMCs dans la capsule
fibreuse est un processus favorisant la vulnérabilité. Ces phénomènes sont étroitement liés à l'état
inflammatoire des plaques.
Apoptose  des  SMCs.  Un grand nombre  de  voies  pro-apoptotiques  ont  été  identifiées  comme
potentiels  activateurs  de  l'apoptose  des  SMCs  et  peuvent  être  activées  dans  le  contexte  de
l'athérosclérose. Il a été montré que les SMCs expriment des récepteurs de mort TRAIL (Kavurma
et Bennett 2008) et Fas (Geng et al. 1997). De plus, de nombreux signaux de l’environnement des
plaques induisent l'apoptose des SMCs, notamment la présence de oxLDL (Björkerud et Björkerud
1996),  d'espèces  radicalaires  (Boyle,  Weissberg,  et  Bennett  2003) et  de  cytokines  pro-
inflammatoires IL-1, TNF et IFN-γ (Geng et al. 1996). La combinaison de ces signalisations permet
l'induction de l'apoptose des SMCs, notamment mise en place à proximité des macrophages et des
lymphocytes T (Bennett, Yu, et Clarke 2012), Les SMCs sont aussi sensibles à la déprivation en
facteurs de croissance qui peut causer l'apoptose par diminution des signaux de survie liée à la
signalisation Akt  (Okura  et al. 2001). Un modèle transgénique d'apoptose inductible des SMCs a
montré que l'apoptose des SMCs seules suffit à l'induction d'un phénotype de plaque vulnérable
(Clarke et al. 2006).
Diminution de la synthèse de collagène. La synthèse de collagène est sous le contrôle de TGFβ
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(Ignotz et Massague 1986; Roberts et al. 1986). Tout mécanisme responsable d'une diminution de la
synthèse  de   TGFβ  est  donc  potentiellement  impliqué  dans  la  diminution  de  la  synthèse  de
collagène. Les macrophages des zones présentant un défaut de clairance des cellules apoptotiques
présentent une diminution de la sécrétion TGFβ (Fadok  et al. 1998) ; le défaut d'efférocytose est
donc associé à une diminution de la synthèse du collagène. Les SMCs sont une source importante
de TGFβ, qui participe à une stimulation autocrine/paracrine en faveur de la synthèse de collagène.
L'apoptose des SMCs participe à une diminution de la synthèse de collagène par la diminution de
cette signalisation.
Dégradation  des  fibres  de  collagène.  La  dégradation  enzymatique  des  fibres  de  la  capsule
fibreuse implique différentes enzymes protéolytiques et notamment les MMPs. L'observation d'une
corrélation entre la présence de macrophages, l’amincissement de la capsule fibreuse, et la présence
de  MMPs  activées  –  en  particulier  MMP-2  et  MMP-9  –  dans  les  épaulements  de  plaques
vulnérables a initié un grand intérêt pour ces enzyme dans le contexte de l'athérosclérose (Galis et
al. 1994). Il a été montré que les cellules présentes dans les plaques, et en particulier les cellules
inflammatoires au premier chef desquelles les macrophages, secrètent un grand nombre de MMPs,
y compris les gélatinases (MMP2/9) et collagènases interstitielles (MMP-1/8/13), les stromélysines
(en particulier MMP-3) et des MMPs membranaires (en particulier MMP-14) (Galis et al. 1994; P
K Shah et al. 1995; Sukhova et al. 1999; Herman et al. 2001; Page-McCaw, Ewald, et Werb 2007).
Il a été montré que la délétion de MMP-13 et MMP-14 permet d'augmenter le contenu des plaques
en collagène (J.-O. Deguchi et al. 2005; Schneider et al. 2008) et que la surexpression de MMP-9
conduit au développement de plaques de plus grande vulnérabilité (Gough et al. 2006).  La synthèse
des MMPs par les macrophages est  stimulée en conditions pro-inflammatoires, notamment  par
stimulation du récepteur CD40L  (Mach  et al. 1997),  mais  aussi  en réponse aux cytokines pro-
inflammatoires  (Levitan,  Volkov,  et  Subbaiah  2010).  D'autres  protéases  secrétées  par  les
macrophages, telles que les cathepsines, sont associées à une augmentation de la dégradation des
fibres d'élastine et de collagène (J. Liu et al. 2004). Une augmentation de l'activité collagènase et
élastase est observée dans les zones présentant un flux perturbé (Chatzizisis et al. 2011). 
    ii) Cœur lipidique
Tout  processus  participant  à  l'augmentation  de  la  taille  du  cœur  nécrotique  est  associé  à  une
vulnérabilité ; comme décrit précédemment, ces éléments sont en rapport avec l'état inflammatoire.
L'augmentation de la taille du cœur nécrotique résulte de la poursuite des phénomènes impliqués
dans sa formation, i.e. l'apoptose des cellules spumeuses et le déficit d'efférocytose (Tabas 2010a).
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L'apoptose des cellules spumeuses se fait principalement en réponse au stress liée au ER. Ce stress
est associé à l'accumulation de FC dans le ER,  via la réponse UPR, souvent en association avec
d'autres facteurs, e.g. la signalisation liée aux SRs  (Tabas 2010b). L'efférocytose de ces éléments
apoptotiques  des  lésions  avancées  est  déficiente,  probablement  à  cause  de  l'accumulation
d’éléments  extracellulaires  qui  perturbent,  par  compétition,  la  reconnaissance  d'éléments
apoptotiques (M.-K. Chang et al. 1999) ainsi qu’en raison du clivage des récepteurs impliqués dans
l'efférocytose (Sather et al. 2007).
La taille du cœur lipidique des plaques de sujets diabétiques est en moyenne plus importante que
celle de sujets non diabétiques (Burke et al. 2004). Ceci est causé principalement par l'augmentation
de l'apoptose des macrophages des plaques présentant une perturbation de la signalisation liée à
l'insuline (Tabas, Tall, et Accili 2010).
L'augmentation  de la  taille  du cœur lipidique  résulte  également  de l'apport  d'éléments  issus  de
l'hémorragie intra-plaque (Kolodgie, Petrov, et al. 2003). La présence d'éléments provenant du sang
est associée à une augmentation de l'oxydation, de la protéolyse et de la formation de cristaux de
cholestérol  (Michel  et  al. 2011).  De  plus,  l’expansion  rapide  du  cœur  lipidique  associée  à
l'hémorragie intra-plaque peut constituer un facteur déclencheur de la rupture (Michel et al. 2011).
    iii) Calcifications
Il a été montré que la présence de calcifications importantes est associée à la stabilité des plaques
(H.  Huang  et  al. 2001).  Cependant,  la  présence  de  calcifications  de  faible  taille  (spotty
calcifications),  identifiées  par  échographie  intra-vasculaire,  a  été  associée  à  une  vulnérabilité
augmentée  (Ehara  et  al. 2004).  Il  a  été  suggéré  par  approche  biomécanique  que  la  présence
d'inclusions  présentant  une  rigidité  importante  peut  générer  dans  certaines  conditions  une
concentration des contraintes ; la présence de ces inclusion au niveau de la capsule fibreuse pourrait
être responsable d'une concentration importante de contraintes responsables de la rupture de plaque
(Vengrenyuk et al. 2006; Kelly-Arnold et al. 2013). Cette analyse montre que ce phénomène reste
vrai pour des inclusion de taille microscopiques, non détectables en imagerie in vivo du fait de leur
faible  dimension  par  rapport  à  la  résolution  des  systèmes  d'imagerie ;  ces  microcalcifications
pourraient être associées à une vulnérabilité accrue.
Enfin, similairement à ce qui a été décrit avec les cristaux de cholestérol, il a été montré que la
présence  de  calcifications  peut  être  responsable  de  l'activation  de  la  voie  de  l'inflammasome
NLRP3, participant ainsi à l'inflammation de plaque (Jin et al. 2011).
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  2.5.3 Érosion de plaque
La présence de thrombose murale en l'absence de rupture de la capsule fibreuse a été décrite et
associée au ACS  (van der  Wal  et  al. 1994;  Farb  et  al. 1996).  L'érosion de plaque correspond,
suivant  les  observations  post-mortem,  à  la  perte  partielle  de  l'endothélium  vasculaire  et  à
l'exposition à la lumière vasculaire du sous-endothélium riche en SMCs et en ECM.
La  revue  de  Naghavi  et  al. (Naghavi  et  al. 2003a) présente  la  dénudation  endothéliale  avec
agrégation plaquettaire superficielle comme un critère majeur pouvant être utilisé pour définir les
plaques  vulnérables  susceptibles  à  l'érosion  à  partir  de  techniques  d'investigation  cliniques.  Ce
critère majeur s'accompagne d'un critère mineur : la dysfonction endothéliale.
Comme discuté par Falk et al. (Falk et al. 2013), les plaques présentant une érosion endothéliale ont
été  décrites  comme faiblement  inflammatoires  (Virmani  et  al. 2000) ou comme présentant  une
inflammation  plus  importante  (M.  J.  Davies  1990;  van  der  Wal  et  al. 1994).  Similairement,
différentes  études  rapportent  également  différentes  associations  entre  le  degré  de  sténose  des
plaques et leur susceptibilité à l'érosion endothéliale (Falk et al. 2013).
Globalement, les processus biologiques impliqués dans l’érosion endothéliale sont mal connus, ce
qui rend la distinction entre plaques vulnérables sujettes à l'érosion endothéliale et plaques stables
particulièrement délicate (Falk et al. 2013).
  2.5.4 Thrombose
La thrombose  est  définie  comme  la  formation  d'un  thrombus,  constitué  de  fibrine,  produit  de
coagulation,  et de thrombocytes agrégés  (Furie et  Furie 2008). Classiquement, la thrombose est
décrite  comme  la  résultante  de  facteurs  liés  à  l'hypercoaguabilité,  à  des  perturbations
hémodynamiques  et  à  la  lésion  ou  la  dysfonction  endothéliale  (triade  de  Virchow).  Dans
l'athérosclérose,  la  thrombose  survient  à  la  suite  de  la  mise  en  contact  des  éléments  pro-
thrombotiques des plaques avec les facteurs de coagulation sanguins, suite à l'érosion endothéliale
ou à la rupture de la capsule fibreuse des plaques vulnérables. Les ACS sont majoritairement causés
par la thrombose murale, initiée et demeurant au niveau de la plaque vulnérable rompue ou érodée
(culprit) (M. J. Davies 2000).
Coagulation. La voie de la coagulation est une cascade de clivages enzymatiques. Dans le cas de la
voie extrinsèque, cette cascade est initiée par le clivage du facteur VII de la coagulation en facteur
VIIa par le facteur tissulaire (TF, tissue factor) et l'association TF-VIIa, qui active les facteurs IX et
X.
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La  cascade  de  coagulation  aboutit  au  clivage  de  la  prothrombine  en  thrombine  qui  clive  le
fibrinogène en fibrine et le facteur XIII en facteur XIIIa ; XIIIa forme des liaisons covalentes avec
la fibrine pour former un réseau réticulé (Davie, Fujikawa, et Kisiel 1991).
L'activation plaquettaire dans l'athérosclérose.  L'activation plaquettaire  peut  être  initiée par
l'interaction  entre  le  collagène  de  la  matrice  extracellulaire  et  son  récepteur  exprimé  par  les
plaquettes : la glycoprotéine VI ou la glycoprotéine Ia/IIa (alias intégrine α2β1). Cette liaison entre
thrombocytes et collagène est renforcée par le facteur von Willebrand (vWF) qui lie le complexe de
glycoprotéines Ib-IX-V. En dehors de la voie d'activation plaquettaire dépendante du collagène, il
existe également une voie dépendant du TF, associée au facteur VIIa et menant au clivage par la
thrombine  de  Par1  (proteas-activated  receptor-1,  ou  Par4  chez  la  souris)  à  la  surface  des
thrombocytes résultant en une activation plaquettaire (Furie et Furie 2008).
L'activation plaquettaire consiste en un relargage par les thrombocytes de granules contenant des
facteurs activateurs des plaquettes. Ces granules contiennent notamment de l'ADP, de la sérotonine,
le  facteur  d'activation  plaquettaire  (PAF,  platelet-activating  factor),  le  facteur  vWF,  le  facteur
plaquettaire 4 et  le thromboxane A2 (TXA2).  Les thrombocytes activés expriment également un
certain nombre de marqueurs de surface, dont la P-sélectine.
La signalisation de l'activation plaquettaire aboutit à une augmentation de l'affinité de l'intégrine
αIIbβ3 (alias glycoprotéines IIb/IIIa)  pour le fibrinogène,  permettant  ainsi  l'interaction avec les
facteurs de coagulation pour compléter la formation du thrombus (D. J. Fitzgerald et al. 1986).
Il  a  été  montré  qu'en  présence  de  oxLDL,  l'activation  plaquettaire  médiée  par  des  agonistes
classiques comme l'ADP est  augmentée.  Cette réponse a été observée par une augmentation de
l’agrégation  plaquettaire  et  par  une  augmentation  d'expression  des  marqueurs  de  l'activation,
comme la P-sélectine et l'intégrine αIIbβ3 (récepteur au fibrinogène) dans sa conformation activée.
Cette réponse est liée à l'expression par les plaquettes de CD36 (Podrez et al. 2007; Silverstein et
al. 2010).
67/274
Revue bibliographique
3 Diagnostic et imagerie de l'athérosclérose
La prévention des atteintes cardiovasculaires représente un enjeu majeur de santé publique. Ceci
passe par un diagnostic efficace des atteintes coronaires permettant d'orienter la prise en charge
thérapeutique.  Tandis  que  l'identification  des  plaques  sténosantes  responsables  de  l’angor  est
parfaitement  validée,   la  détection  des  plaques  vulnérables  responsable  des  ACS  reste  encore
problématique. L'importance de la mortalité due à des accidents coronaire inauguraux démontre la
nécessité d'un outil diagnostique efficace applicable à large échelle.
Chez le sujet asymptomatique présentant un risque cardiovasculaire intermédiaire, l'imagerie non-
invasive permettant d'évaluer la charge d'athérosclérose et  de reclassifier  les individus dans des
groupes à risque faible ou élevé présente un intérêt immédiat reconnu.
Une évaluation fine des lésions des individus à haut risque cardiovasculaire peut être effectuée par
imagerie endo-coronaire afin de guider la prise en charge thérapeutique ; cette approche d'imagerie
invasive ne sera que succinctement mentionnée.
 3.1 Stratégie diagnostique et place de l’imagerie
L'évaluation du risque cardiovasculaire est typiquement effectuée par une évaluation des facteurs de
risques majeurs, intégrés dans un modèle basé sur les données épidémiologiques fournissant une
évaluation du risque cardiovasculaires à 10 ans. Cette approche permet de classer les personnes au
sein  de  groupes  à  faible,  faible  à  intermédiaire,  intermédiaire  et  haut  risque  cardiovasculaire,
correspondant à des risques de survenue d’évènements cardiovasculaires < 6 %, de 6% – 10 %, de
10 – 20 % et > 20 % à 10 ans, respectivement. Le diagramme du risque cardiovasculaire sur la base
des  facteurs  de  risques  traditionnels  du  projet  SCORE  (Systematic  Coronary  Risk  Evaluation
Project)  est  présenté en Figure 15  (Perk  et  al. 2012).  À noter  que les personnes ayant  subi un
évènement coronaire sont classées dans les population à haut risque cardiovasculaire.
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L'évaluation  du  risque  cardio-vasculaire  chez  des  patients  non  symptomatiques  fait  l'objet  de
recommandations  émises  par  un  groupe  de  travail  constitué  de  l'ACCF (American  College  of
Cardiology Foundation) et de l'AHA (American Heart Association)  (Greenland  et al. 2010). Ce
groupe de travail a mis en avant, en accord avec les recommandations d'autres sociétés savantes
(e.g.  SHARP, Society fot  Heart  Attack Prevention and Eradication ;  ESC,  European Society of
Cardiology ; EACPR,  European Association for Cardiovascular Prevention & Rehabilitation), la
nécessité de reclassifier les personnes à risque intermédiaire afin d'améliorer la prise en charge,
notamment  suivant  des  recommandations  de  prévention  primaire  des  personnes  à  haut  risque
cardiovasculaire (Figure 16) (Perk et al. 2012).
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Figure 15. Diagrame SCORE. Risque de mortalité 
cardiovasculaire à 10 ans, dans les pays à faible 
risque cardiovasculaire, basé sur l'évaluation des 
facteurs de risque : âge, tabagisme, pression artérielle 
systolique et cholestérol total. Le risque de survenue 
d'événement cardiovasculaire (fatal et non léthal) est 
approximativement 3 fois supérieur au risque de 
mortalité cardiovasculaire. (Perk et al. 2012)
Figure 16.  Approche suggérée pour 
l'évaluation de l'athérosclérose chez les 
sujets asymptomatiques, suivant les 
recommandation de SHAPE (Screening 
for Heart Attack Prevention and 
Education). (Falk et Shah 2011)
Revue bibliographique
Dans  cette  optique,  ce  groupe  de  travail  a  émis  des  recommandations  concernant  l'évaluation
globale du risque cardiovasculaire sur la base de facteurs de risques traditionnels (e.g. SCORE ou
FRS, Framingham Risk Score), de l'histoire familiale, de tests génétiques, de profil lipidique, de la
mesure du peptide natriurétique,  de la protéine C-réactive, de l'hémoglobine A1C, du test  de la
microalbuminurie, du dosage de la phospholipase A2, de l'analyse électrocardiographique au repos
et à l'exercice, de tests fonctionnels de dilatation périphérique liée au flux, de l'index de pression
cheville bras (ABI, ankle-brachial pressure index), de la rigidité artérielle ainsi que de techniques
d'imagerie : l'échographie trans-thoracique, l'échocardiographie au stress, la mesure de l'épaisseur
intima-média (IMT), l'imagerie de la perfusion myocardique, la mesure du score calcique (CACS),
la tomographie cardiaque aux rayons X (CCTA) et l'imagerie par résonance magnétique (MRI).
Dans le cadre de ces recommandations, l’évaluation globale du risque sur la base de facteurs de
risques traditionnels et de l'histoire familiale sont les seules méthodes dont l'usage est  conseillé
(recommandation de classe I et niveau de preuve B)  (Greenland  et al. 2010). Ceci démontre la
nécessité de développer et de valider de nouveaux outils diagnostiques avec conceptuellement un
intérêt  majeur  pour  l'imagerie  moléculaire  des  processus  impliqués  dans  la  vulnérabilité  des
plaques.
 3.2 Modalités d’imagerie
L'imagerie  médicale  a  pour  objectif  la  visualisation,  anatomique ou fonctionnelle  de  structures
d’intérêt, souvent avec une finalité d'aide au diagnostic. Les diverses modalités d'imagerie médicale
peuvent  être  classées  suivant  le  principe  physique  sous-jacent ;  une  même  modalité  peut  être
adaptée à diverses échelles permettant e.g. une imagerie externe et une imagerie endoscopique.
  3.2.1 Imagerie échographique
L'imagerie échographique repose sur la réflexion d'ondes ultrasonores à l'interface de structures
présentant  un  changement  d'échogénicité  (Dauzat  et  al. 2013).  Cette  méthodologie  consiste  en
l'émission d'ondes ultrasonores dans le tissu biologique et le traitement des ondes réfléchies. La
résolution temporelle de cette méthode d'imagerie est excellente. La résolution spatiale de l'imagerie
échographiques dépend de la fréquence (et donc de la longueur d'onde) des ondes émises et doit être
mise en regard de la pénétration tissulaire de ces ondes qui dépend de cette même caractéristique ;
ainsi,  plus la résolution spatiale augmente,  plus la pénétration tissulaire diminue.  L'échographie
externe (trans-thoracique ou des artères carotides) nécessite chez l'homme une pénétration tissulaire
importante,  les  fréquences  utilisés  sont  2  –  18  MHz.  L'utilisation  de  sondes  endovasculaires
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(invasif) permet de se placer au contact direct des plaques d'athérome à imager. Une résolution
spatiale de ~ 150 µm peut être obtenue avec l'utilisation de sondes à 20 – 45 MHz. Cette technique
est appelée échographique endovasculaire (IVUS, intravascular ultrasound).
L'échographie  trans-thoracique  permet  de  visualiser  les  parois,  cavités  et  valves  cardiaques,
cependant la résolution spatiale est insuffisante pour l'imagerie des artères coronaires. La charge de
l'athérosclérose peut être évaluée par la mesure de l'épaisseur  intima-média carotidienne (CIMT,
carotid intima media thickness) ; cette mesure est fréquemment effectuée sur la paroi profonde de
l'artère  carotide  commune.  L'imagerie  échographique  des  carotides  permet  également
l'identification de plaques d'athérome (épaississement focal de la paroi vasculaire). L'échogénicité
des  structures  traversées  est  corrélée  à  leurs  caractéristiques  histologiques.  Ainsi,  les  plaques
fortement lipidiques sont peu échogènes, tandis que les plaques fibreuses le sont plus fortement et
les calcifications réfléchissent l'ensemble des ondes incidentes aboutissant à la visualisation d'un
cône d'ombre en arrière des structures calcifiées.
L'analyse de la fréquence des ondes réfléchies permet d'apprécier le flux par effet Doppler.
L’imagerie  par  échographie  peut  être  couplée  à  l'utilisation  d'agents  de  contraste  vasculaires
hyperéchogènes (CEUS, contrast-enhanced ultrasound) voire d'agents de contraste hyperéchogènes
ciblés (tCEUS, targeted contrast-enhanced ultrasound).
  3.2.2 Imagerie aux rayons X
L'imagerie  par  rayons  X  est  une  technique  d'imagerie  irradiante  reposant  sur  la  mesure  de
l’atténuation du faisceau de rayons X, produit par un tube à rayon X et enregistré par des capteurs
plans, qui est fonction de la densité du tissu traversé. On distingue deux modalités principales : la
radiographie  (planaire)  et  l'imagerie  tomographique  ou  tomodensitométrie  (CT,  computed
tomography) qui permet la reconstruction d’images tridimensionnelles à partir des projections sous
différentes incidences angulaires. Ces modalités d'imagerie peuvent être associées à l'injection de
produit de contraste vasculaire dense aux rayons X.
La coronarographie est effectué par radiographie du thorax suite à l'injection de produit de contraste
à partir d'un cathéter introduit dans les artères coronaires (il s'agit donc d'une modalité d'imagerie
invasive). Cette méthode permet de visualiser la lumière vasculaire suivant le plan étudié, mais ne
permet pas la visualisation de la paroi artérielle (Stiel et al. 1989).
Plus  récemment,  les  avancées  du  matériel  de  tomodensitométrie  –  notamment  l'utilisation  de
scanner à source de rayons X fixe (EBCT,  electron beam computed tomography) ou de scanners
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réalisant  des  acquisitions  hélicoïdales  avec  plusieurs  rangées  de  détecteurs  (MSCT,  multislice
computed tomography), voire deux sources de rayons X (Achenbach et al. 2006) – ont permis de
perfectionner cette technique pour donner l'angiographie par tomodensitométrie cardiaque (CCTA,
coronary  computed  tomography  angiography)  (Achenbach  et  al. 2000).  L'augmentation  de  la
vitesse d'acquisition permet d’effectuer l’acquisition sous apnée (permettant ainsi de s’affranchir
des  artefacts  liés  aux mouvements  respiratoires)  et  de  réaliser  un  recalage  sur  l'enregistrement
électrocardiographique  (ECG)  permettant,  à  la  reconstruction,  de  s'affranchir  des  mouvements
cardiaques (cardiac gating). L'injection de produit de contraste par voie i.v. en périphérie permet de
s’affranchir de la caractérisation artérielle et en fait une méthode d'imagerie non invasive.
En l’absence de produit de contraste, la densité des calcifications et leur étendue sur les artères
coronaires peuvent être évaluées par tomodensitométrie. Au début des années 1990, une méthode de
quantification des calcifications (CACS,  coronary artery calcium scoring) a été proposée par les
docteurs Agatston et  Janowitz  (Agatston  et al. 1990) et  raffinée (avec les avancées matérielles)
depuis (Callister et al. 1998; C. Hong et al. 2002; Qian et al. 2010).
  3.2.3 Imagerie par résonance magnétique
L'imagerie par résonance magnétique nucléaire (MRI,  nuclear magnetic resonance imaging)  est
une  technique  d'imagerie  non ionisante  qui  repose  sur  le  principe  de  la  résonance  magnétique
nucléaire  (M. A. Brown et Semelka 2011). Les noyaux de certains atomes possèdent un moment
magnétique de spin (e.g. 1H) qu'il est possible d'aligner suivant un champ magnétique (aimant). Ce
moment magnétique de spin peut être perturbé (en un mouvement de précession) par l'application
d'un champ plus faible et oscillant, orienté perpendiculairement et appelé champ radio-fréquence
(antenne émettrice), qui entre en résonance avec les noyaux atomiques pour une fréquence précise
(e.g.  42 Mhz/T pour  1H).  Le  réalignement  des  moments  magnétique  de  spin  suivant  le  champ
magnétique principal (signal de précession ou relaxation) donne lieu à un signal électromagnétique
mesurable  (antenne  réceptrice).  Cette  relaxation  est  caractérisée  par  un  temps  de  relaxation
longitudinal (T1) et transversal (T2) fonction de l'agitation moléculaire du milieu observé.
L'utilisation  de  gradient  dans  le  champ  magnétique  de  base,  responsable  de  fréquences  de
précession différentes en fonction de la position dans le champ magnétique et donc de phénomènes
de  résonance  localisés,  permet  la  localisation  spatiale  de  ces  phénomènes  et  donc  l'obtention
d'images tridimensionnelles.
L'utilisation de différentes séquences MRI (temps entre excitation et réception, temps de répétition
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d'excitation successives) permet d'obtenir différentes pondérations d'images. Ces séquences peuvent
être adaptées à l'utilisation de différentes classes de produits de contraste, qui peuvent permettre un
ciblage moléculaire.
  3.2.4 Imagerie nucléaire
L'imagerie  médicale  nucléaire  est  une  méthode  d'imagerie  reposant  sur  l'injection  de  traceurs
radioactifs – responsables de l’émission de rayonnements ionisants – et la détection externe – donc
non invasive –  de la radioactivité via des gamma-caméras. Les modalités d'imagerie nucléaire se
distinguent  en  fonction  du  type  de  radioélément  utilisé.  Il  s'agit  d'une  modalité  d'imagerie
fonctionnelle ou moléculaire (Sharp, Gemmell, et Murray 2005).
Les radioéléments émetteurs de rayonnements γ (e.g. technétium-99m) peuvent être employés pour
réaliser de l'imagerie planaire : l’individu ayant reçu une injection de radiotraceur est placé sous une
caméra équipée de radio-détecteurs avec un système de collimation permettant d'obtenir une image
de la radioactivité suivant la projection considérée.
Par extension, l'acquisition de séries de projections sous différentes incidences angulaires permet
d'obtenir  une  image tomographique :  c'est  la  tomographie  d'émission  monophotonique  (SPECT,
single-photon emission computed tomography).
L’imagerie  médicale  nucléaire  de tomographie par  émission de positon (PET,  positron emisson
tomography) est utilisée pour visualiser la biodistribution des radioéléments émettant des particules
β+ (e.g.  fluor-18).  Les  particules  β+,  après  un  parcours  tissulaire  dépendant  de  leur  énergie,
s’annihilent avec un électron et produisent deux particules γ émises suivant l'axe perpendiculaire à
la désintégration. La détection en co-incidence de ces particules permet, en l'absence de collimation
physique, de déterminer la ligne où s'est produite la désintégration et par extension, d'obtenir une
image tomographique reflétant la distribution des particules β+.
Ces deux modalités d'imagerie sont extrêmement sensibles – la sensibilité de la TEP étant 2 à 3
ordres de grandeur supérieure à celle de la SPECT du fait de l'absence de collimation physique
(Rahmim et Zaidi 2008) – ce qui en fait les modalités d'imagerie les plus adaptées à l'imagerie
moléculaire. Cependant, la résolution spatiale est relativement faible et les images ne présentent pas
de repères anatomiques ; ces limitations ont mené au développement de l'imagerie multi-modalités,
associant le CT ou (plus récemment) l'MRI à l'imagerie nucléaire.
  3.2.5 Modalités d'imagerie optique
D'autres  modalités  d'imagerie  de  l'athérosclérose  sont  également  décrites,  en  particulier  des
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méthodes d'imagerie invasives. Les modalités reposant sur l'utilisation de sondes endo-vasculaires
utilisant la lumière visible ou proche infra-rouge nécessitent, du fait de l'absorbance du sang, soit de
bloquer la circulation durant un cours laps de temps (typiquement < 1 min au niveau des artères
coronaire), soit de créer une fenêtre de visibilité par infusion de produit transparent.
L'angioscopie repose sur la visualisation directe, par lumière visible, de la paroi artérielle, au moyen
d'une sonde endovasculaire à fibre optique, analogue aux sondes endoscopiques.
La  tomographie  par  cohérence  optique  (OCT,  optical  coherence  tomography)  est  basée  sur  le
phénomène d'interférence d'ondes lumineuses cohérentes en phase, entre le faisceau réfléchi (par les
interfaces  entre  différents  milieux  dans  la  paroi  vasculaire,  de  manière  analogue  aux  ondes
ultrasonores en IVUS) et le faisceau de référence  (D. Huang  et al. 1991;  Prati  et al. 2010). Les
ondes lumineuses proches infra-rouge (λ ~ 1.3 µm pour l'OCT) présentent une pénétration tissulaire
de 1 – 3 mm. Un développement récent de cette technique est l'imagerie OFDI (optical frequency
domain imaging), présentant une meilleure résolution temporelle et permettant donc l'acquisition de
séquences  d'images  en  rétraction  (pull-back)  et  ainsi  l'obtention  d'images  tridimensionnelles
(Tearney et al. 2008).
Les modalités d'imagerie optique moléculaire basées sur l'injection de sondes fluorescentes dans le
proche infra-rouge (NIRF, near-infrared fluorescence) ont été développées principalement dans le
cadre de recherches pré-cliniques ou en peropératoire. Ces méthodes consistent en une injection de
sonde fluorescente dans le proche infra-rouge, et en l’enregistrement des images par un système
optique  capable  de  visualiser  les  ondes  proches  infra-rouge,  suite  à  l’excitation  de  la  sonde
fluorescente. Le proche infra-rouge est utilisé en raison de la pénétration tissulaire. Cette modalité
peut  également  être  adaptée  à  une  utilisation  intravasculaire  (Jaffer  et  al. 2008) ou,  pour  la
recherche  pré-clinique  sur  petit  animal,  en  un  système  tomographique  (FMT,  fluorescence
molecular tomography) (Ntziachristos et al. 2002).
Enfin, l'imagerie de bioluminescence (BLI) est une modalité d'imagerie uniquement utilisée dans le
cadre de la recherche pré-clinique sur petit animal et récemment adaptée en tomographie (BLT,
bioluminescence tomography). Cette modalité d'imagerie repose sur la détection de la luminescence
émise  par  les  organismes ou cellules  vivantes  exprimant  des  molécules  émettant  de la  lumière
visible à une longueur d'onde précise (e.g. luciférase) (Rice, Cable, et Nelson 2001).
  3.2.6 Comparaison des modalités d'imagerie
Les  différentes  techniques  citées  ci-dessus  peuvent  dans  la  plupart  des  cas  être  adaptées  à  un
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système endoscopique pour l'imagerie invasive intra-vasculaire ;  en règle générale,  approcher le
système  de  détection  du  tissu  à  imager  permet  d’améliorer  la  résolution  spatiale  des  images
obtenues. L'imagerie non-invasive suppose un système de détection externe. Les systèmes dédiés à
l'imagerie du petit animal sont conçus de façon à présenter une meilleure résolution par rapport au
système dédiés  à  l'imagerie  clinique.  L’imagerie  échographique  utilise  des  ondes  à  plus  haute
fréquence.  Les  système de  tomodensitométrie  sont  conçus  de  façon à  approcher  la  source  des
rayons X près de l'animal. Les systèmes MRI présentent un champ magnétique plus réduit, ce qui
permet d'augmenter son intensité. Les systèmes SPECT ont des collimateurs proches de l'animal, et
l'anneau  des  systèmes  PET  est  de  taille  réduite,  améliorant  la  précision  de  détection.  Une
comparaison des modalités d'imagerie non-invasives est présentée en Tableau 1 (I. Y. Chen et Wu
2011; Camici et al. 2012).
Modalité
d'imagerie
Forme
d'énergie
utilisée 
Résolution spatiale
(mm) 
Temps
d'acquisi-
tion (s) 
Masse de
traceur
requis (ng)
Pénétration
tissulaire
(mm) 
Utilisation
prinipale
Coût
(équipment
et utilisation)
PET 
Photons
d'annhilation  
1 – 4 (animal),
4 – 5 (clinique) 
1 – 300 1 – 100 > 300 
Clinique et
petit animale
Élevé
SPECT Rayons gamma
0.5 – 5 (animal),
7 – 15 (clinique) 
60 – 2000 1 – 100 > 300 
Clinique et
petit animale
Moyen-
Élevé
Bio-
luminescence
Lumière visible
et proche infra-
rouge 
3 – 10 10 – 300 103 – 106 1 – 10 
Petit
animale 
Faible
Fluorescence
Lumière visible
et proche infra-
rouge 
2 – 10 10 – 2000 103 – 106 1 – 20 
Petit
animale 
Faible
MRI 
Ondes
radiofréquence
0.025 – 0.1 (animal),
0.2 –  (clinique) 
60 – 3000 103 – 106 > 300 
Clinique et
petit animale
Élevé
Échographie 
Ondes
ultrasonore
0.05 – 0.5 (animal),
0.1 – 1 (clinique) 
0.1 – 100 103 – 106 1 – 200 
Clinique et
petit animale
Faible
CT Rayons X 
0.03 – 0.4 (animal),
0.3 – 1 (clinique) 
1 – 300 N/A > 300 
Clinique et
petit animale
Moyen-
Élevé
3.3 Imagerie invasive
Les principales modalités d'imagerie invasive sont l'angiographie, l'angioscopie, l'IVUS et l'OCT.
L'utilisation de sondes NIRF ciblant des éléments des plaques vulnérables et visualisés en intra-
vasculaire  est  une approche d'imagerie  moléculaire.  A noter  que le  développement  de cathéters
supportant  des  systèmes  d'acquisition  multi-modalités  permettent  de  combiner  les  avantages  de
plusieurs techniques d'imagerie invasive.
Angiographie. L'angiographie coronaire (ou coronarographie) permet la visualisation des sténoses
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coronaires suite à l'injection d'agent de contraste en intra-coronaire (Figure 18)  (Sones et Shirey
1962; Proudfit, Shirey, et Sones Jr 1966). Cependant, cette technique ne permet pas la visualisation
de la paroi artérielle. La mise en évidence de phénomènes de remodelage excentrique en présence
de plaques qui n'altèrent pas la lumière vasculaire  (Glagov  et al. 1987) constitue une limitation
majeure de cette technique  (Stiel  et al. 1989). Cette technique est employée en routine clinique,
notamment lors de la revascularisation par angioplastie.
Angioscopie.  L'angioscopie permet de parfaitement visualiser la thrombose intra-vasculaire lors
des ACS mais permet aussi de visualiser la couleur des plaques (Figure 18). Une couleur jaune,
associé à un contenu en lipides important a été associée à des plaques présentant un remodelage
excentrique plus élevé par rapport aux plaques blanches (fibreuses). Ces plaques, présentant donc
deux critères de vulnérabilité, ont été associées à une incidence de ACS plus élevés dans plusieurs
essais cliniques (Takano et al. 2001; Uchida et al. 1995).
IVUS et OCT.  L'IVUS et l'OCT sont deux méthodologies visant à caractériser la paroi vasculaire
directement  en  contact  avec  la  sonde  endocoronaire  (Figure 18).  La  différence  entre  ces  deux
techniques repose sur la nature des ondes utilisées, leurs caractéristiques et les conséquences en
termes de pénétration tissulaire et de résolution qui en découlent (Prati et al. 2010). En effet, l'IVUS
présente une pénétration tissulaire de 10 mm tandis que celle de l'OCT est de 1 – 2.5 mm, ce qui est
toutefois suffisant pour visualiser toute la circonférence des artères coronaires  (Yamaguchi  et al.
2008). Cependant,  l'OCT présente une bien meilleure résolution spatiale que l'IVUS (résolution
axiale :  ~15 µm vs.  ~150 µm),  ce  qui  permet  de  déterminer  finement  l'épaisseur  de  la  capsule
fibreuse qui, lorsqu'elle est fine (< 65 µm), n'est pas appréhendable par IVUS. La précision de la
mesure de l'épaisseur de la capsule fibreuse par OCT a été validée en comparaison à l'examen
histologie (Kume et al. 2006). Les deux techniques présentent des images d'un contraste satisfaisant
permettant  d'identifier  les  composants  des  plaques ;  l'OCT  permet  également  d'identifier  des
thrombi et,  du fait  de sa meilleure résolution,  fournit  des images interprétables en présence de
stents.  L'excellente  résolution  temporelle  (15  –  20 Hz  et  30  Hz,  pour  l'OCT/OFDI  et  l'IVUS,
respectivement)  permet  l'acquisition  d'images  séquentielles  pendant  le  déplacement  de  la  sonde
(pull-back) et ainsi l'obtention de données volumiques (von Birgelen et al. 1997). Le comportement
cinétique  de  la  paroi  vasculaire  peut  également  être  étudié  afin  de  caractériser  les  propriétés
cinétiques du tissu imagé par l'élastographie  (Schaar  et al. 2003). Enfin,  l'analyse spectrale des
ondes réfléchies est possible, donnant lieu à l'histologie virtuelle : IVUS-RF ou VH IVUS (Nair et
al. 2002). Ces trois approches sont plus matures dans le cadre de l'IVUS par rapport à l'OCT.
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La  comparaison  des  techniques  d'angioscopie,  IVUS  et  OCT,  chez  des  patients  présentant  un
infarctus du myocarde aigu a montré que l'OCT présente de meilleures performances pour identifier
les plaques responsables de l’événement aigu par rapport au deux autres techniques  (Kubo  et al.
2007) et pourrait donc jouer un rôle dans les décisions de prise en charge thérapeutique (choix de la
méthode de revascularisation) lors d'un ACS  (Holmes  et al. 2013).  Un document de consensus
quant  à  l'utilisation  de  l'OCT met  toutefois  en  avant  la  nécessité  de  davantage  de  validations,
notamment  quant  à  la  détection  de  la  vulnérabilité  des  plaques  et  la  nécessité  de  développer
davantage de méthodologies de post-traitement des images et des séquences d'images  (Prati  et al.
2010).
L'IVUS, incluant l'analyse en radiofréquence ou histologie virtuelle (Nair et al. 2002), a été utilisée
dans une étude prospective multi-centrique récente (PROSPECT) sur une cohorte de 697 patients
(Stone et al. 2011). Cette étude a montré que la classification morphologique des plaques à partir de
ces acquisitions est  prédictive de l'incidence d’événements coronariens associés (Figure 17) ;  en
particulier il a été montré que les plaques présentant une sténose > 70 %, une surface de section
luminale < 4 mm2 et identifiés comme TCFA par VH-IVUS sont associé à une incidence de MACE
de 18.2 % à 3.4 ans.
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Figure 17. Taux d'événements cardiovasculaires 
majeurs (MACE) lors d'un suivi médian de 3.4 ans à la 
suite d'un ACS associé aux plaques non responsables 
de l'ACS initial. Ces plaques sont classées, par analyse 
spectrale de signal IVUS, en plaques d'athérome à 
mince capsule fibreuse (TCFA, n = 595, haut), plaques 
d'athérome à capsule fibreuse épaisse (ThCFA, 
n = 1005, milieu) et plaques non athéromateuses 
(présentant un épaississement intimal pathologique, 
n = 1005, fibreuses, n = 71, ou fibrocalciques, n = 33, 
bas).
Dans la population étudiée, la prévalence des TCFA, 
ThCFA et des plaques non athéromateuses est de 
47 %, 68 % et 68 %, respectivement.
L'imagerie IVUS a également permis de discriminer au 
sein de ces plaques celles présentant une aire luminale 
minimale (MLA, minimal luminal area) ≤ 4 mm2 et une 
sténose luminale (PB, plaque burden) ≥ 70 % ; le taux 
d'incidence des MACE est montré pour les plaques en 
fonction de la présence ou de l'absence de ces 
caractéristiques pour les différentes catégories de 
plaques. (Stone et al. 2011)
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Imagerie moléculaire invasive. L'utilisation de sondes NIRF activables en présence de protéases
(cathepsines)  a  montré  la  possibilité  d'imager  l'activité  protéolytique  des  plaques  par  cette
méthodologie dans un modèle de lapin (Jaffer et al. 2008; Thukkani et Jaffer 2013).
 3.4 Imagerie non invasive
Une méthodologie d'imagerie non-invasive pourrait être appliquée à plus grande échelle par rapport
à l'imagerie invasive ;  cette approche peut être particulièrement adaptée afin de re-classifier  les
individus  à  risque  cardiovasculaire  intermédiaire  au  sein  de  groupes  à  faible  ou  haut  risque
cardiovasculaire.
L'imagerie non-invasive peut être anatomique. Dans ce cas, on s'intéresse à la charge athéromateuse
globale ou à la morphologie des plaques d'athérome afin d'estimer leur vulnérabilité sur la base de
critères accessibles par cette imagerie. L'imagerie moléculaire permet quant à elle de cibler des
processus  biologiques  particuliers  qui  reflètent  la  vulnérabilité  des  plaques.  Le  domaine  de
recherche portant sur l'imagerie de l'athérosclérose est un domaine de recherche particulièrement
actif ;  plusieurs  revues  récentes  de  qualité  ayant  trait  à  ce  domaine  de  recherche  sont  parues
récemment  (Quillard et Libby 2012; Joshi  et al. 2012; Camici  et al. 2012; Gallino  et al. 2012;
Tawakol, Narula, et Jaffer 2013).
  3.4.1 Imagerie anatomique
Tandis que l'imagerie invasive (notamment en IVUS et OCT) permet la visualisation des plaques et
des artères coronaires pathologiques assez finement pour déterminer la taille et la composition des
lésions ainsi que le remodelage vasculaire, l'imagerie non-invasive est plus limitée. Les modalités
majeures  déjà  largement  utilisées  dans  le  cadre  d'essais  cliniques  de  grande  ampleur  sont  la
tomodensitométrie, notamment pour l’appréhension de l'amplitude des calcifications coronaires par
CACS (coronary atery calcium score) ainsi que l'évaluation de la lumière et de la paroi artérielle
par  CCTA (coronary computed  tomography  angiography) ;  l'échographie,  pour  l'évaluation  des
atteintes des artères carotides, et notamment l'épaisseur intima-média (CIMT, carotid intima-media
thickness)  comme  marqueur  de  la  charge  d'athérosclérose  globale ;  et  enfin  l'MRI,  qui  permet
l'obtention d'images présentant un bon contraste au sein de tissus mous (avec ou sans injection
d'agent de contraste MRI) et l'évaluation de la lumière et la paroi des vaisseaux par MRA (magnetic
resonance angiography)
   3.4.1.1 Imagerie des calcifications coronaires
La calcification des artères coronaires peut être mise en évidence par tomodensitométrie (CACS,
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coronary artery calcium scoring). Au début des années 1990 une méthode de quantification des
calcifications de la paroi des artères coronaires identifiées en tomodensitométrie a été proposée par
Agatston et Janozitz (Agatston et al. 1990). Plusieurs raffinements à cette méthode ont été proposés
(Callister et al. 1998; C. Hong et al. 2002; Qian et al. 2010). Cette méthode repose sur la mesure de
la densité et de l'étendue des calcifications au niveau de l'arbre coronaire, évalués par EBCT ou
MSCT (Nasir et al. 2003).
Le CACS est un indicateur de la charge athérosclérotique globale. Une méta-analyse des études
cliniques présentant une évaluation par CACS a conduit à plusieurs conclusions (Greenland et al.
2007). La prévalence des calcifications chez les sujets jeunes (< 40 ou 50 ans pour les hommes et
les femmes respectivement) est faible. L'absence de calcification (CACS = 0) est liée à une très
faible incidence de CAD, démontant une  bonne valeur pronostique négative. Le risque relatif de
CAD augmente, avec des valeurs de CACS de 0-400, de 400-1000 et > 1000, après ajustement des
autres facteurs de risque cardiovasculaires. Il en résulte que l'évaluation du CACS est considérée
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Figure 18. Plaque présentant une rupture de capsule fibreuse (en haut), plaque non-rompue responsable 
d'un ACS (en bas, à gauche) et plaque stable (en bas, à droite) visualisées suivant plusieurs modalités 
d'imagerie : OCT (A), angioscopie (B), IVUS (C), angiographie (D) et CCTA – en rendu volumique (E) et 
en reformation multiplanaire (F). (Ozaki et al. 2011)
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comme raisonnable (classe de recommandation IIa/b,  niveau de preuve B) pour  l'évaluation du
risque cardiovasculaire des sujets asymptomatiques à risque intermédiaire (Greenland et al. 2010).
   3.4.1.2 Imagerie en angiographie par tomodensitométrie.
L'angiographie  par  tomodensitométrie  (CCTA,  coronary computed  tomography  angiography)
permet l'identification de plaques individuelles et l'évaluation de leur vulnérabilité. Il a été montré
que les plaques présentant une faible atténuation (< 30 HU), associée à une large plage lipidique et
un faible contenu en fibres, sont associées aux ACS (Motoyama et al. 2007; Motoyama et al. 2009).
Cependant,  il  a  été  montré  que les  plaques  responsables  de ACS secondaires  à  un phénomène
d'érosion  endothéliale  ne  peuvent  pas  être  distingués  des  plaques  stables  par  imagerie  CCTA
(Figure 18) (Ozaki et al. 2011).
   3.4.1.3 Imagerie échographique
L'imagerie  échographique  des  artères  carotides  en  mode  bidimensionnel  (B-mode)  permet
d'apprécier  l'épaisseur  intima-média  (CIMT,  carotid  intima-media  thickness)  mais  également
d'identifier des plaques carotidiennes individualisées tandis que l'analyse Doppler permet d'évaluer
les perturbations de flux.
La mesure de la CIMT a été développée comme facteur indicatif de la charge athérosclérotique
(Touboul  et al. 2012). Cette mesure se fait de façon standardisée sur la paroi profonde de l'artère
carotide commune au minimum à 5 mm en amont de la bifurcation carotidienne ; elle est réalisée
entre les interfaces échogènes lumière vasculaire-intima et média-adventice, parallèles en absence
de plaque. Cette mesure est typiquement comprise entre 0.6 et 0.9 mm. Les plaques sont identifiées
par une protrusion luminale de 0.5 mm ou de 50 % de l'épaisseur intima-média adjacente, ou un
épaississement de 1.5 mm minimum.
Plusieurs études ont montré une association, indépendante des facteurs de risque traditionnels, entre
l'augmentation de la CIMT et l'incidence de CAD (Lorenz et al. 2007) ainsi qu'avec la présence de
plaques carotidiennes (Belcaro et al. 2001). Il en résulte que l'évaluation de la CIMT est considérée
comme  raisonnable  (classe  de  recommandation  IIa,  niveau  de  preuve  B)  dans  le  cadre  de
l'évaluation du risque cardiovasculaire de sujets asymptomatiques  (Greenland  et al. 2010).  Plus
récemment, une méta-analyse a montré l'absence de preuve d'association entre la progression de la
CIMT et le risque cardiovasculaire (Lorenz et al. 2012).
Similairement à l'IVUS, l'échographie permet l'analyse des plaques d'athérome carotidiennes sur la
base de leur échogénicité, permettant ainsi d'apprécier le caractère fibreux ou lipidique des plaques,
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ainsi que leur calcification  (Dauzat  et al. 2013).  L'utilisation de produit  de contraste vasculaire
permet une meilleure délimitation des plaques mais aussi l’appréciation de la néo-vascularisation
(Feinstein 2004; Coli  et al. 2008). Récemment, une méta-analyse a montré que l'évaluation de la
morphologie des plaques carotidiennes permet une meilleure prédiction de la maladie coronaire que
la CIMT (Inaba, Chen, et Bergmann 2012).
Dans le cas d'atteintes cérébrovasculaires symptomatiques, l'évaluation par échographie Doppler
des perturbations du flux associé aux lésions fait partie des recommandations cliniques (Thapar et
al. 2013).
   3.4.1.4 Imagerie par MRI
L'imagerie  MRI  est  principalement  utilisée  pour  l'évaluation  des  conséquences  ischémiques
postérieures à l’événement coronaire  (Florian et al. 2011), ce qui dépasse le cadre de cette revue.
Cependant, comme mentionné dans le rapport du groupe de travail ACCF/AHA sur l'évaluation du
risque  cardiovasculaire  chez  le  patient  asymptomatique  (Greenland  et  al. 2010),  l'utilisation  de
diverses séquences MRI peut permettre l'évaluation de l'athérosclérose à différents sites vasculaires.
Toutefois, quelle que soit la méthodologie, en l’absence de validation à large échelle par des études
prospectives multi-centriques, le niveau de preuve de ces procédure reste insuffisant (C) pour être
recommandé en usage clinique.
La visualisation des plaques carotidiennes en MRI en présence de gadolinum a été décrite comme
permettant d’appréhender la taille du cœur lipidique  (J. Cai  et al. 2005), la vascularisation intra-
plaque (suivant une séquence spécifique) (Kerwin et al. 2003) et l'intégrité de la capsule fibreuse en
relation  avec  les  événements  cérébrovasculaires  (Yuan  et  al. 2002).  L'imagerie  des  artères
coronaires est plus compliquée du fait de plus leurs petites dimensions et des mouvements de ces
vaisseaux.  L'angiographie  par  MRI  (MRA,  magnetic  resonance  angiography),  qui  présente  un
certain nombre d'avantages par rapport à l'angiographie aux rayons X (procédure non irradiante et
non invasive), permet l'identification d'atteintes sténosantes tri-tronculaires et du tronc commun de
l’artère coronaire gauche  (W. Y. Kim  et al. 2001). Les séquences d'images en sang noir (black
blood), obtenues en l’absence de produit de contraste, permettent une meilleure appréhension des
parois vasculaires (Fayad et al. 2000) et du remodelage excentrique (Miao et al. 2009). L'étude par
Miao et al. (Miao et al. 2009) présente des résultats obtenus dans le cadre de l'étude MESA (Multi-
Ethnic  Study  of  Atherosclerosis),  utilisant  des  scanner  1.5 T  avec  gating à  l'ECG  permettant
l’obtention d'images avec une résolution spatiale axiale de ~ 0.8 mm.
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Un autre développement de l'imagerie MRI consiste en l'utilisation d'agents de contraste ciblés afin
de réaliser l'imagerie moléculaire de la vulnérabilité des plaques (voir ci-dessous).
  3.4.2 Imagerie moléculaire
L'imagerie  moléculaire  repose  sur  l'utilisation  d'agents  de  contraste  ciblant  un  processus
moléculaire spécifique. L'agent de contraste peut être détecté par différentes modalités (optique,
ultrasons, MRI, SPECT, PET), bien que du fait de leur haute sensibilité, les modalités d'imagerie
nucléaire et, dans une moindre mesure, le MRI soient plus particulièrement adaptées. Dans cette
partie,  les agents de contraste développés pour l'imagerie  moléculaire  de l'athérosclérose seront
présentés suivant le mécanisme moléculaire ciblé et pas suivant la modalité d'imagerie employée.
Les  mécanismes  moléculaires  utilisés  par  les  phénomènes  inflammatoires  sont  particulièrement
étudiés puisque ces phénomènes représentent un critère majeur de vulnérabilité. ; on peut distinguer
les approches visant à cibler les cellules inflammatoires et en particulier les macrophages, le type
cellulaire le plus abondant des plaques, les molécules d'adhésion, impliquées dans le recrutement
des cellules inflammatoires, ou d'autres molécules surexprimées dans le contexte inflammatoire.
D'autres phénomènes également liés à la vulnérabilité des plaques, dont l'accumulation de lipides,
l'apoptose,  la  néovascularisation,  l'hémorragie  intra-plaque  la  protéolyse,  l'oxydation  et  la
calcification, peuvent également être ciblés.
L'imagerie de la thrombose, qui répond à un problème clinique distinct, n'est que succinctement
évoquée  et  l'imagerie  visant  à  visualiser  les  défauts  de  perfusion  et  l'ischémie  myocardique
consécutifs de la thrombose intra-vasculaire n'est pas traitée ici.
   3.4.2.1 Macrophages
La  présence  d'une  capsule  fibreuse  présentant  une  forte  inflammation,  avec  notamment  une
infiltration importante de macrophages, est un critère majeur de vulnérabilité. Deux des techniques
d'imagerie moléculaires, considérées comme les plus avancées à ce jour, l'imagerie TEP au [18F]-
fluorodésoxyglucose (FDG) et  l'imagerie MRI aux USPIO (ultra small  superparamagnetic iron
oxide), ciblent les macrophages.
FDG. Le FDG est un analogue du D-glucose dans lequel le groupement hydroxyle du carbone 2 du
glucose est remplacé par un atome de fluor-18. La biodistribution du FDG reflète le transport et la
phosphorylation  du  glucose  (cf.  Partie  expérimentale :  Imagerie).  Ce  radiopharmaceutique  est
largement  utilisé  en  oncologie  nucléaire  pour  le  suivi  de  tumeurs  malignes  présentant  un
métabolisme glucidique élevé. Il a été montré que les cellules inflammatoires peuvent également
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présenter un métabolisme glucidique important  (Kubota  et al. 1994). Il a donc été postulé que la
captation  de  FDG  pourrait  permettre  de  visualiser  les  plaques  d'athérome  présentant  une
inflammation importante et de ce fait vulnérables (Vallabhajosula et Fuster 1997). En analysant des
images d'examen PET au FDG réalisées sur indication oncologique, une accumulation de FDG a été
observée sur les grandes artères de patients présentant des risques cardiovasculaires  (Yun  et al.
2001; Yun et al. 2002). La première étude de FDG sur indication cardiovasculaire a été réalisée par
Rudd et al. (Rudd  et al. 2002). Cette étude réalisée sur 8 patients a montré une accumulation de
FDG (rapportée à l'intégrale de l'activité sanguine) ~28 % plus importante au niveau des lésions
carotidiennes ayant entraîné une manifestation clinique par rapport aux lésions carotidiennes sans
conséquences cliniques.  De plus, l'analyse autoradiographique d'échantillons d'endartériectomie a
montré une colocalisation entre la captation du traceur et les zones riches en macrophages. Cette
observation a été confirmée par Tawakol et al. (Tawakol et al. 2006) avec une franche corrélation
(r = 0.85;  p < 0.0001)  entre  l'infiltration  de  macrophages  sur  les  plaques  obtenues  après
endartériectomie et la captation focale de FDG au sein de ces plaques. Cependant, ce résultat n'a pas
été reproduit dans une étude multicentrique récente, évaluant des artériectomies fémorales (Myers
et al. 2012). D'autres études ont montré une corrélation entre la captation de FDG dans les carotides
et les marqueurs d'inflammation systémique (CRP)  (Choi  et al. 2011; S. J. Yang  et al. 2013) ou
d'inflammation  (Graebe  et al. 2009) ou de vulnérabilité (taille du cœur nécrotique)  (Silvera  et al.
2009) des plaques. 
L'imagerie  au  FDG  des  artères  coronaires  se  révèle  plus  compliquée  du  fait  de  l'importante
captation de FDG par le myocarde, du mouvement cardiaque ainsi que de la faible taille des artères
coronaires  en  comparaison  avec  d'autres  lits  artériels  où  la  captation  du  FDG  est  étudiée.
Néanmoins, les études de Dunphy et al. (Dunphy et al. 2005) puis, sur une plus large cohorte, de
Saam  et  al. (Saam  et  al. 2010) montrent  une  association  entre  des  facteurs  de  risque  cardio-
vasculaires et la captation vasculaire de FDG. Un régime riche en matières grasses et pauvre en
glucides permet une diminution importante de la captation myocardique de FDG (G. Williams et
Kolodny  2008).  L'utilisation  de  ce  type  de  régime  permet  ainsi  de  visualiser  des  lésions
athéromateuses au niveau des artères coronaires  (Wykrzykowska  et al. 2009) bien qu'un certain
nombre de segments artériels demeurent ininterprétables  (Saam  et al. 2010). Il a récemment été
montré que l'utilisation d'héparine permet de potentialiser l'utilisation d'acides gras par le myocarde
au détriment  des  sucres,  diminuant  davantage  la  captation  de  FDG  (V.  Y.  Cheng  et  al. 2012).
L'étude par Rogers et al. (Rogers et al. 2010) effectuée sur 25 patients présentant des ACS a montré
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que  la  captation  de  FDG  par  les  plaques  coronaires  responsables  des  ACS  est  ~  50 %  plus
importante que celle des lésions stables,  responsables d'angor ou antérieurement revascularisées
(Figure 19).
Bien que des essais  cliniques  de thérapeutiques ait  été menés en utilisant la captation de FDG
comme critère d'évaluation (sur d'autres territoires vasculaires que les artères coronaires) (Tahara et
al. 2006), l'utilisation de FDG à plus grande échelle dans l'imagerie de l'athérosclérose coronaire
nécessite davantage de validations, tout comme son utilisation dans l'évaluation de l'inflammation
systémique comme marqueur de risque cardiovasculaire (Cocker et al. 2012).
Le FDG étant déjà largement utilisé en pratique clinique au début des années 2000, son évaluation
dans  les  modèles  pré-cliniques  d'athérosclérose  n'est  pas  antérieur  aux  études  réalisées  chez
l'homme. La première étude animale de FDG dans l'évaluation de l'athérosclérose,  utilisant une
sonde endovasculaire, date de 2001 (Lederman et al. 2001) tandis que la première étude utilisant
l'imagerie PET non invasive chez le lapin date de 2004 (Ogawa et al. 2004). Les premières études
utilisant le FDG dans les modèles murins d'athérosclérose datent de 2006  (Laitinen  et al. 2006;
Matter  et al. 2006) et la première étude d'imagerie utilisant une caméra dédiée à l'étude du petit
animal a  été présentée en 2007  (Laurberg  et  al. 2007).  Ces études sont  davantage détaillées et
présentées  en  regard  des  résultats  obtenus  dans  le  cadre  de  ce  travail  de  thèse  en  Partie
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Figure 19. Captation de FDG dans les artères coronaires humaines. A gauche, exemples d'images 
PET/CT montrant la captation de FDG dans des artères coronaires présentant des plaques responsables 
de ACS, en présence (A) ou non (D) de stent, et de lésions stables avec un stent récent (B) ou plus 
ancien (C). A droite, la quantification de la captation de FDG montre une captation significativement plus 
forte au niveau des plaques coronaires résponsable de ACS, par rapport aux plaques stables ayant subi 
une angioplastie récente ou plus ancienne. LM (left main coronary artery), tronc commun de l'artère 
coronaire gauche. (Rogers et al. 2010).
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expérimentale : Imagerie.
USPIO.  Les  USPIO (ultrasmall  superparamagnetic  particles  of  iron  oxide)  sont  des  agents  de
contraste  superparamagnétiques  utilisés  en  MRI.  Ces  dérivés  d'oxyde  de  fer,  présentant  une
formulation  nanométrique  (Weissleder  et  al. 1990),  sont  capables  de  franchir  la  barrière
endothéliale  et  sont  reconnus par  les  cellules  phagocytaires ;  leur  évaluation  a  été  menée pour
diverses applications (Y.-X. J. Wang, Hussain, et Krestin 2001). Plusieurs formulations d'USPIO ont
été mises sur le marché comme agent de contraste MRI, le plus ancien – Lumirem – ayant reçu
l'approbation pour commercialisation de la FDA (Food and Drug Agency) en 1996 (Leung 2004).
Un  certain  nombre  de  formulations  d'USPIO  ont  été  retirées  du  marché  depuis  leur
commercialisation en raison de problèmes de toxicité (Y.-X. J. Wang 2011).
Dans le contexte de l'athérosclérose, ces particules permettent l'évaluation du contenu des lésions en
cellules phagocytaires reflétant l'état inflammatoire. Alternativement, l'association d'un  coating et
de molécules d'adressage peut permettre à ces particules de présenter un autre comportement, e.g.
cibler des molécules d'adhésion (développé dans les sections correspondantes ci-dessous).
L'utilisation de USPIO dans un modèle d'athérosclérose chez le lapin a permis la visualisation de
lésions  aortiques et  a  démontré la  captation de ces  particules  par  les  macrophages  des  plaques
(Ruehm  et  al. 2001).  L'imagerie  MRI  des  USPIO  a  été  réalisée  chez  des  patients  avant
endarterectomie. Le signal MRI a été détecté dans les plaques carotidiennes et a été corrélé ex vivo à
la présence de macrophages  (Kooi  et al. 2003; Trivedi  et al. 2006). Dans les carotides toujours,
l'utilisation de fortes doses de statines a permis de mettre en évidence une réduction du signal MRI
lié aux USPIO  (T. Y. Tang, Howarth,  et al. 2009). Sur un effectif de 20 patients présentant des
sténoses  carotidiennes,  les  patients  présentant  des  symptômes  d'atteintes  cérébrovasculaires  ont
montré par MRI une captation d'USPIO plus importante que les sujets asymptomatiques (Howarth
et al. 2009). Récemment, des séquences MRI permettant la visualisation de contraste positif (plus
simple  à  traiter  et  quantifier)  avec  des  particules  superparamagnétiques ont  été  développées
(Sigovan et  Canet-Soulas 2013). Cependant,  l'imagerie MRI des atteintes coronaires est pour le
moment non réalisable en clinique (T. Y. Tang, Muller, et al. 2009).
TSPO.  Les  cellules  inflammatoires  activées  présentent  un  fort  niveau  d'expression  de  TSPO
(translocator protein ou récepteur périphérique aux benzodiazépines) (Canat et al. 1993). PK11195,
un ligand des TSPOs, a été utilisé en imagerie PET après radiomarquage au carbone-11 ; l'étude sur
32 patients présentant des sténoses carotidiennes a montré une captation plus importante du traceur
(et une plus faible atténuation au CT) dans les plaques carotidiennes responsables d’événements
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cérébrovasculaires par rapport aux carotides controlatérales (Gaemperli et al. 2012).
CCR2. Les cellules inflammatoires expriment le récepteur aux chimiokines CCR2 qui a pour ligand
MCP-1. La visualisation des plaques d'athérome dans un modèle d'athérosclérose chez le lapin a été
réalisée avec la molécule MCP-1 radiomarquée à l'iode-125 (Ohtsuki et al. 2001) en imagerie  ex
vivo et en imagerie planaire après radiomarquage au technétium-99m (Hartung et al. 2007).
LOX-1. LOX-1  est  exprimé  par  différents  types  cellulaires  dans  le  contexte  inflammatoire,
notamment les ECs, les SMCs et les macrophages. L'imagerie de LOX-1 a permis l'identification de
plaques  aortiques  dans  un  modèle  d'athérosclérose  chez  le  lapin  par  utilisation  d'un  anticorps
monoclonal anti-Lox-1 radiomarqué au technétium-99m et imagerie planaire à 24 h p.i.  (Ishino et
al. 2008). Par approche multimodale,  l'utilisation de nanoparticules lipidiques couplées à l'indium-
111, au gadolinium et à un fluorophore et décorées d’anticorps anti-Lox-1 a également permis la
visualisation  de  lésions  athérosclérotiques  chez  la  souris  apoE-/- par  imageries  SPECT et  MRI,
données confirmées ex vivo (D. Li et al. 2010).
MSR. Le récepteur éboueur MSR (macrophage scavenger receptor) ou SR-A est exprimé par les
macrophages retrouvés dans les plaques d’athérome. Les micelles (ou nanoparticules lipidiques)
couplées au gadoliunim et associées à des anticorps anti-MSR ont montré une bonne captation par
les macrophages  in vitro (Lipinski  et al. 2006), et ont permis la visualisation  in vivo de plaques
aortiques de souris apoE-/- par imagerie MRI effectuée 24 h post-injection  (V. Amirbekian  et al.
2007).
CD36.  CD36, fortement exprimé par les macrophages et  les SMCs, a été utilisé pour effectuer
l'imagerie de plaques aortiques de souris apoE-/-. Une étude analogue à celle décrite pour le MSR
présente l'imagerie MRI (post-contraste) effectuée 24 h après injection de nanoparticules lipidiques
à gadolinium couplées à des anticorps anti-CD36 qui a permis la visualisation de plaques au niveau
de la crosse aortique (Lipinski et al. 2009).
   3.4.2.2 Molécules d'adhésion
Les molécules d'adhésion sont exprimées par les ECs, mais aussi par d'autres types cellulaires des
plaques, et participent au recrutement des cellules inflammatoires.
P-sélectines. Les sélectines sont impliquées dans les étapes initiales du recrutement leucocytaire,
notamment le roulement et la capture secondaire impliquant les thrombocytes activés. L'imagerie
des P-sélectines (et d’autres molécules d'adhésion) a été effectuée par tCEUS (Lindner 2002). Plus
récemment, l'utilisation de USPIOs couplées à un anticorps ciblant la P-sélectine (VH10–VUSPIO)
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a permis l'imagerie de l'athérosclérose chez la souris apoE-/- en MRI (Jacobin-Valat et al. 2011).
VCAM-1.  La  molécule  d'adhésion  VCAM-1  constitue  l'une  des  cibles  moléculaires  les  plus
largement étudiées pour l'imagerie de l'athérosclérose. L'imagerie des lésions de la crosse aortique
de souris  apoE-/- a  été  réalisée par  tCEUS avec  l'injection de micro-bulles  lipidiques  porteuses
d'anticorps ciblant VCAM-1  (Kaufmann  et al. 2007). L'imagerie MRI de MPIO ciblant à la fois
VCAM-1 et la P-sélectine a montré, dans le sinus aortique de souris apoE-/-, une augmentation de
signal de 3.5 fois par rapport au contrôle (McAteer et al. 2008). L'association d'un peptide ciblant
VCAM-1 à des USPIO donne un agent d'imagerie MRI (USPIO-R832) permettant de visualiser les
plaques de souris apoE-/- à 24 h p.i. (Burtea et al. 2012). L'utilisation de nanobodies ciblant VCAM-
1 et radiomarqués au téchnétium-99m permet la visualisation de plaques d'athérome chez la souris
apoE-/- en imagerie SPECT  (Broisat  et al. 2012). Des peptides sélectionnés par phage-display et
exprimés en surface de nanoparticules magnéto-fluorescentes ont été utilisés pour réaliser l'imagerie
de  VCAM-1  dans  des  lésions  athéromateuses  de  souris  apoE-/-,  par  MRI  (Kelly  et  al. 2005;
Nahrendorf  et  al. 2006) et  par  PET,  alors  sous  forme tétramérique  et  radiomarqué au fluor-18
(Nahrendorf et al. 2009).
D'autres molécules peptidiques, décrite comme ligands de VCAM-1  (Ling  et al. 2000) ou leurs
dérivés, ont été évaluées pour l'imagerie de VCAM-1 au sein du laboratoire  (Broisat  et al. 2007;
Dimastromatteo 2010) ; ces molécules sont décrites dans la Partie expérimentale : Imagerie.
   3.4.2.3 Activité protéolytique
L'imagerie de l'activité enzymatique liée aux cellules inflammatoires présente l'intérêt de rendre
compte de l'état inflammatoire des plaques, mais aussi, notamment dans le cas de l'imagerie des
MMPs,  d'imager  directement  le  processus  de  dégradation  de  la  capsule  fibreuse  menant  à  son
amincissement.
MMP. Les MMPs dégradent la ECM et participent notamment à l'amincissement et à la fragilisation
de la capsule fibreuse ; l'activité MMP est liée aux cellules inflammatoires. Un agent de contraste
MRI marqué au gadolinium, P947, a été évalué sur des modèles pré-cliniques d'athérosclérose et sur
tissu humain issu d’endartèrectomies (Lancelot et al. 2008; Vardan Amirbekian et al. 2009; Ouimet
et al. 2012). L'imagerie SPECT des MMPs a également été réalisée dans le modèle de souris apoE -/-
avec ligature carotidienne avec un inhibiteur des MMPs radiomarqué : [123I]-CGS 27023A (Schäfers
et al. 2004); cette molécule a également été évaluée pour l'imagerie PET après marquage au fluor-
18 (Breyholz et al. 2007). Le [111In]-RP782 a été utilisé pour l'imagerie SPECT des MMPs dans un
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modèle  de  remodelage  du  myocarde  en  post-infarctus  (H.  Su  et  al. 2005) dans  un  modèle
d'athérosclérose accéléré (Zhang et al. 2008), ainsi que dans l'aorte de souris apoE-/- (Razavian et al.
2011). Similairement, un autre inhibiteur des MMPs, RP805 a également été évalué comme agent
d'imagerie  dans  des  modèles  murins  d’athérosclérose  après  radiomarquage  au  technétium-99m
(Ohshima et al. 2009). Ses performances dans le suivi thérapeutique expérimentale ont été évaluées
(Fujimoto et al. 2008) et comparées à l'annexine V (Luma et al. 2010) (voir ci-dessous). L'imagerie
de la MMP membranaire MT1-MMP a été réalisée dans un modèle d'athérosclérose chez le lapin
par imagerie planaire 24 h après injection d'anticorps anti-MT1-MMP radiomarqué au téchnétium-
99m  (Kuge  et al. 2010). D'autres traceurs activables – basés sur la pénétration cellulaire – pour
l'imagerie nucléaire  (Watkins  et al. 2009) ou MRI  (Olson  et al. 2010) de l'activité MMPs sont
également évalués, dans d'autres contextes que l’athérosclérose.
Par imagerie  SPECT, un inhibiteur  de MMP à large spectre  radiomarqué au technétium-99m a
permis l'imagerie de l'athérosclérose dans un modèle de lapin  (Hartung et al. 2009).
Globalement, l'approche visant à imager en imagerie nucléaire les MMPs par utilisation de petites
molécules  (souvent  décrit  comme  inhibiteurs  de  MMPs)  semble  plus  aisément  transférable  en
clinique par rapport à l'utilisation d'anticorps entiers, qui présentent une cinétique sanguine bien
plus lente nécessitant un temps d'imagerie tardif ce qui implique, entre autre, une dosimétrie élevée.
L'imagerie de sondes NIRF activables par clivage enzymatique permet la visualisation directe de
l'activité protéolytique, comme déjà mentionné pour l'imagerie intravasculaire. L'imagerie par FMT
d'une sonde constituée de la séquence substrat de gélatinase, dont le clivage enzymatique augmente
la fluorescence de 200 fois in vitro, permet la détection de lésions aortiques de souris apoE-/- (J.
Deguchi et al. 2006).
Cathépsines.  Les  cathépsines  sont  des  enzymes  lysosomiales  abondantes  dans  les  cellules
inflammatoires. L'imagerie FMT de sonde NIRF activée par l'action de la cathépsine B permet la
visualisation de l'athérosclérose dans un modèle murin (J. Chen et al. 2002).
   3.4.2.4 Accumulation de lipides et oxydation
La taille du cœur lipidique est un facteur de vulnérabilité ; ce cœur est principalement constitué de
lipides  provenants  de  LDL.  L'oxydation  des  LDL retenues  dans  l'espace  sous-endothélial  est
responsable de la réponse inflammatoire des plaques et peut donc être une cible pertinente pour
l'imagerie de la vulnérabilité associée à l'inflammation. 
LDL.  Les  LDL sont  les  principales  lipoprotéines  athérogènes.  Des  LDLs  natifs  marqués  au
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technétium-99m (Lees et al. 1988) et des oxLDL marqué au technétium-99m (Iuliano et al. 1996)
ont permis la visualisation de l'athérosclérose au niveau des artères carotides chez l'homme dans le
cadre  d'études  pilotes,  cependant  la  cinétique  de  ces  traceurs  n'est  pas  compatible  avec  leur
utilisation en routine clinique. Un peptide radiomarqué à l'iode-125 spécifique de oxLDL a montré
en imagerie ex vivo une bonne fixation dans les plaques aortiques de lapin WHHLMI, corrélée au
degré d'inflammation des lésions (Nishigori et al. 2013)
MDA. Le malondialdéhyde (MDA) est un épitope d'oxydation notamment présent sur les résidus
lysine de l'apoB. L'utilisation d'anticorps  spécifiques  de cet  épitope radiomarqué à  l'iode-125 a
permis de mettre en évidence une fixation sur les plaques de lapin WHHL  ex vivo ainsi  qu’en
imagerie planaire (Tsimikas et al. 1999), modulée par l'effet de régime (Torzewski et al. 2004). La
séquence peptidique IK-17 est spécifique de l'épitope MDA ; son radiomarquage à l'iode-125 donne
un radiotraceur qui a montré ex vivo une accumulation dans l'aorte de souris LDLR-/- (Briley-Saebo
et al. 2008; Briley-Saebo et al. 2012). L'imagerie MRI de lésions de souris apoE-/- a été réalisée par
utilisation de LUSPIO (lipid-coated ultra-small superparamagnetic iron particles) conjugués avec
des anticorps ciblant deux épitopes d'oxydation : MDA et phospholipides oxydés (Briley-Saebo et
al. 2012).
   3.4.2.5 Apoptose
L'apoptose est  impliquée à  plusieurs niveaux dans la  vulnérabilité.  L'apoptose des  SMCs de la
capsule  fibreuse  est  impliquée  dans  son amincissement  tandis  que  l'apoptose  des  macrophages
(associée à une efférocytose inefficace) participe à la formation d'un coeur lipidique volumineux.
Annexine V. Les éléments apoptotiques sont caractérisés par une expression de  phosphatidylsérine
sur le feuillet externe de la membrane plasmique ; ce phospholipide est reconnu par l'annexine V.
Dans  un  modèle  d'athérosclérose  induite  chez  le  lapin  par  désendothélialisation  de  l'aorte,
l'utilisation d'annexine V marquée au technétium-99m a montré à 2 h p.i.  une captation 9.3 fois
supérieure dans les lésions par rapport au tissu artériel sain, corrélée à l'infiltration de macrophages,
et un rapport d'activité lésion sur sang de 3.0 (Kolodgie, Petrov, et al. 2003). La spécificité de cette
imagerie  a  été  démontrée par  la  réduction  de  la  captation  dans  les  lésions  en  présence  d'un
inhibiteur de caspase (Sarai et al. 2007) et en présence d’un traitement aux statines (Hartung et al.
2009).  Une étude  clinique pilote  a  démontré  la  possibilité  de visualiser  les  plaques d'athérome
carotidiennes responsables d'évenements cérébrovasculaires récents  avec  [99mTc]-Annexine  V
(Kietselaer et al. 2004).
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Caspase. L'activation des caspases est impliquée dans l'apoptose (Galluzzi et al. 2011). Des sondes
destinées à l'évaluation de cette activité par imagerie nucléaire ont été développées mais n'ont pas
été évaluées dans le contexte de l'athérosclérose expérimentale  (Bauer  et al. 2005; Aloya  et al.
2006).
   3.4.2.6 Néovascularisation et hémorragie intra-plaque
Les éléments sanguins provenant des vaisseaux présents dans les plaques avancées sont associés à
une augmentation de la taille du coeur lipidique (Kolodgie, Gold, et al. 2003). Ainsi, l'imagerie de
la vascularisation des plaques – déjà réalisée dans les artères carotides par CEUS –  et des produits
issus de l'hémorragie intra-plaque est pertinente pour rendre compte de la vulnérabilité.
Néovaisseaux. L'intégrine αVβ3 est spécifique des éléments néo-vasculaires et le peptide RGD, en
particulier  dans  sa  forme  cyclique  est  spécifique  de  cette  intégrine.  La  détection  de  la
néovascularisation en imagerie nucléaire par utilisation de RGD radiomarqué a été réalisée dans le
cadre  de  l'imagerie  oncologique  (Haubner  et  al. 2001) et  par  la  suite  adaptée  à  l'imagerie  de
l'athérosclérose  (Decristoforo  et  al. 2006;  Haubner 2006).  Ce motif  peptidique a  également  été
adapté à l'imagerie MRI et tCEUS, par couplage sur  des  nanoparticules marquées au gadolinium
(Winter  et  al. 2003) et  sur  des  micro-bulles  (Leong-Poi  et  al. 2005),  respectivement.  Des
construction  multivalentes de  RGD  cyclique ont  également  été  évaluées  pour  l'imagerie  de
l'angiogenèse, mais pas dans des modèles d'athérosclérose (Sancey et al. 2007).
   3.4.2.7 Calcification
Bien  que  le  caractère  calcifié  des  plaques  soit  identifiable  par  imagerie  anatomique  et  rende
davantage  compte  de  lésions  stables,  reflétant  la  charge  athérosclérotique  globale  (CACS),  le
processus  de  calcification  et  la  présence  de  calcifications  focales  est  associé  à  la  vulnérabilité
(Ehara et al. 2004).
Le processus de calcification actif  peut  être  visualisé  par  imagerie  moléculaire,  notamment par
imagerie PET après injection de [18F]-fluoride de sodium ([18F]-NaF). Dweck et al. (Dweck et al.
2012) ont rapporté une captation coronaire importante de [18F]-NaF chez les sujets présentant un
historique d’événements coronaires et un score de risque élevé.
 3.5 Conclusion sur l'imagerie
Tandis que l'imagerie anatomique est déjà largement validée par d'importants essais cliniques (e.g.
PROSPECT, MESA) et a démontré une valeur pronostique additionnelle par rapport aux facteurs de
risques traditionnels, l'imagerie moléculaire n'en est qu'à un stade précoce de son développement ou
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de  validation.  L'utilisation  du  PET-FDG  pour  l'imagerie  nucléaire  de  la  plaque  d'athérome
vulnérable est actuellement la méthode d'imagerie de l'athérosclérose vulnérable la plus avancée,
mais  n'est  toujours  pas  validée  dans  le  cadre d'importants  essais  cliniques  (multi-centriques)  et
l'évaluation récente de thérapeutiques avec le FDG n'a pas permis de discriminer les groupes traités
et  contrôles  sans  qu'il  ait  toutefois  put  être  établi  si  cette  observation  était  liée  à  l’absence
d'efficacité  du  traitement  ou  au  manque  de  sensibilité  de  l'imagerie  PET-FDG.  Des  études
prospectives,  telle  que  l'étude  BioImage  (Muntendam  et  al. 2010),  qui  prévoit  notamment
l'évaluation d'une cohorte d’individus asymptomatiques à haut-risque de CAD par imagerie CCTA,
MRI et PET-FDG, devrait permettre d'évaluer l'intérêt de ces différentes modalités d'imagerie dans
l'évaluation du risque cardiovasculaire.
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1 Introduction
La  majorité  des  accidents  coronaires  causés  par  thrombose  murale  associée  à  des  plaques
d'athérome sont liés à la rupture physique de la capsule fibreuse de ces lésions (Falk et al. 2013). Il
a été montré par analyse biomécanique menée à partir de coupes histologiques d'artères coronaires
humaines pathologiques que l'élévation de la contrainte pariétale circonférentielle est associée aux
sites de rupture de la capsule fibreuse (Richardson, Davies, et Born 1989; G. C. Cheng et al. 1993).
La  rupture  de  plaque  est  un  phénomène  controversé  dans  le  très  répandu  modèle  murin
d'athérosclérose : la souris déficiente en apolipoprotéine E ou apoE-/- (Schwartz et al. 2007; Jackson
et al. 2007). L'étude développée dans ce chapitre présente l'évaluation des contraintes pariétales au
sein  de  ce  modèle  murin  d'athérosclérose.  Elle  s'articule  autour  de  l'évaluation  des  propriétés
mécaniques  des  constituants  de  l'aorte  murine  présentant  des  lésions  athéromateuses  et,  en
s'appuyant sur cette évaluation, de la modélisation par la méthode des éléments finis des contraintes
pariétales suivant un protocole permettant la prise en compte des contraintes résiduelles.
 1.1 Bases de biomécanique
  1.1.1 Quelques notions
En mécanique des milieux continus, la contrainte est une grandeur décrivant les efforts intérieurs
mis en jeu au sein d'un milieu déformable. C'est une grandeur homogène à une pression, i.e. une
force par unité de surface (exprimée en N∙m-2 ou Pa).
Un matériau soumis à une contrainte peut se déformer suivant la direction de la contrainte. Cette
déformation ε (grandeur sans unité), ou étirement λ (λ = 1 + ε), est liée à l'amplitude de la contrainte
ainsi qu'aux propriétés mécaniques du matériau. Dans le cas de matériaux élastiques, homogènes et
isotropes, la relation entre la contrainte (σ) et la déformation (ε) est décrite en tout point et suivant
toutes les directions par la loi de Hooke :
σ = E ε (1)
avec E, le module de Young, qui est homogène à une pression (exprimé en kPa) et rend compte de
la rigidité du matériau étudié suivant l'axe de l'effort appliqué. De pair avec le module de Young, le
coefficient  de  Poisson  (ν)  permet  de  caractériser  le  matériau  considéré,  en  décrivant  son
comportement  suivant  la direction perpendiculaire  à  l'effort  appliqué et  donc sa compressibilité
(avec  pour  les  matériaux incompressibles :  ν = 0.5).  Les  liquides  sont  considérés  comme quasi
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incompressibles, or les matériaux biologiques sont largement constitués d'eau. Il en résulte que l'on
peut  considérer  les  matériaux  biologiques,  y  compris  les  éléments  artériels,  comme  quasi-
incompressibles (Carew, Vaishnav, et Patel 1968).
Dans le cas de matériaux parfaitement élastiques, lorsqu'une contrainte est appliquée la déformation
est  instantanée.  Ce  n'est  pas  le  cas  de  matériaux  présentant  une  composante  visqueuse
(viscoélasticité), auquel cas la déformation évolue dans le temps.
La réponse élastique est caractérisée par une déformation réversible. Elle n'est valable que pour un
domaine  de  contrainte  donnée,  en  fonction  du  matériau  considéré.  Au  delà,  on  assiste  à  une
déformation  plastique  (ou  fluage)  pour  laquelle  le  matériau  considéré  est  modifié  de  façon
irréversible (déformation plastique) ; ce domaine de ductilité est également variable en fonction des
matériau. Une contrainte supérieure aboutit à la fracture du matériau et à la propagation de la fissure
qui dépend de la ténacité du matériau.
Le  tissu  artériel  soumis  à  une  contrainte  présente  une  déformation  réversible  mais  pas
nécessairement proportionnelle à la contrainte. Il s'agit d'un comportement non linéaire, définissant
les matériaux hyper-élastiques (Figure 1). Une déformation donnée peut être liée à la contrainte par
le  module  d'élasticité  incrémental  (Einc),  cependant  ce  module  varie  avec  la  déformation.  Pour
décrire plus largement la relation entre contrainte et déformation, les fonctions densité d'énergie de
déformation sont utilisées. Le comportement de matériaux homogènes et isotropes est décrit, sous
l'hypothèse  d'incompressibilité,  par  la  fonction  densité  d'énergie  de  déformation  de  type  Néo-
Hookéen :
W =
E
6
(I1 − 3) (2)
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Figure 1. Courbes schématiques d'une réponse non linéaire 
(courbe passant par A et C) et d'une réponse linéaire (droite 
passant par B), présentant la contrainte  (σ, stress) en fonction 
de la déformation (ε, strain). En cas de réponse linéaire, le 
rapport σ/ε constant est égal au module de Young E. Dans une 
réponse non linéaire, σ/ε augmente avec la déformation. Pour 
une déformation ou contrainte donnée, la rigidité du matériau 
peut-être décrit par Δσ/Δε, qui définit le module d'élasticité 
incrémental E
inc
. Pour caractériser le comportement du matériau 
en tout point, les fonctions densité d'énergie de déformation 
sont utilisées. (Dobrin, 1978)
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avec W l’énergie de déformation, E le module de Young et I1 une grandeur caractéristique de la
déformation (premier invariant du tenseur de déformation de Cauchy-Green droit).
D'autres modèles (ou lois) de comportement plus complexes ont été proposés pour rendre compte
avec plus de justesse du comportement non linéaire du tissu artériel (Demiray 1972; Fung, Fronek,
et Patitucci 1979; Delfino  et al. 1997; Holzapfel 2000; Holzapfel  et al. 2005), qui présente une
augmentation de la  rigidité  lors de l'inflation de la  paroi  artérielle,  liée à la présence de fibres
d'élastine et de collagène (Wolinsky et Glagov 1964) et un comportement anisotropique (variable
suivant  la  direction considérée)  lié  à  l'organisation de ces fibres au sein des tissus suivant  des
directions préférentielles (Holzapfel 2000).
  1.1.2 La contrainte pariétale
Contrainte résiduelle. En l'absence de toute charge extérieure,  il  a  été  montré que les artères
présentent un niveau de contrainte non nul. Ceci est notamment montré par l'ouverture d'un anneau
artériel  isolé  suite  à  une  section  radiale.  L'ouverture  de  l'anneau  traduit  la  dissipation  de  ces
contraintes résiduelles (Chuong et Fung 1986; Vaishnav et Vossoughi 1987).
Composant de la contrainte liée au sang. En conditions physiologiques, la paroi artérielle est
sollicitée  mécaniquement  par  la  circulation  du sang.  Celle-ci  est  responsable  de contraintes  de
cisaillement, parallèles au flux sanguin, mais aussi d'une pression, exercée perpendiculairement à la
surface de la paroi (Burton 1954). La pression sanguine est responsable d'une compression radiale
de la paroi artérielle mais aussi d'une composante circonférentielle de la contrainte pariétale (Falk,
Shah, et Fuster 1995). Cette composante circonférentielle est décrite par la loi de Laplace (Eq. 3) :
au sein d'un élément vasculaire parfaitement cylindrique de rayon r, la présence d'une pression P
exercée par le sang sur la paroi vasculaire d'épaisseur h est responsable d'une contrainte pariétale
circonférentielle σ :
σ =
P r
2 h
(3)
Dans un élément vasculaire présentant une géométrie plus complexe, l'appréhension des contraintes
pariétales nécessite une approche plus complexe, telle que la modélisation en éléments finis.
Considérations sur la contrainte résiduelle. Il  est  intéressant de noter que la présence d'une
contrainte extérieure (pression sanguine) tout au long du développement des éléments artériels est
impliquée dans leur structuration histologique tendant à minimiser la contrainte pariétale à l'état
physiologique (en présence de pression sanguine) (Taber et Eggers 1996; Cardamone et al. 2009).
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C'est cette structuration qui est responsable de la présence de contraintes résiduelles d'une amplitude
non  négligeable  (Fung  et  Liu  1989;  Greenwald  et  al. 1997).  Il  a  été  montré  lors  de  l'étude
d'échantillons d'artères coronaires humaines que lorsque ces contraintes résiduelles sont négligées,
la contrainte pariétale est surestimée (Ohayon et al. 2007).
  1.1.3 La modélisation en éléments finis
Méthode  des  éléments  finis. La  méthode  des  éléments  finis  est  utilisée  pour  résoudre
numériquement des équations aux dérivées partielles qui représentent le comportement dynamique
de systèmes physiques  (Reddy 2005). Cette approche débute par une étape de segmentation qui
discrétise l'espace considéré en un pavage ; les pavés étant les éléments finis. Ces éléments discrets
présentent un comportement caractérisé par une équation aux dérivées partielles ; dans le cas de la
paroi artérielle, ce sont les fonctions densité d'énergie de déformation. À l'application de contraintes
extérieures,  le  système  (auquel  des  conditions  limites  ont  été  attribuées)  répond  suivant  le
comportement  attribué  aux  éléments  finis,  pour  converger  (par  itérations)  vers  une  solution
approchée unique. Cette solution présente l'espace segmenté, déformé par la contrainte extérieure,
avec en chaque nœud (jonction d'éléments finis) un état défini (contrainte, déformation).
Application dans le cas de l'athérosclérose. Dans le cas de l'étude de la contrainte pariétale de
vaisseaux  athéromateux,  l'analyse  en  éléments  finis  peut  être  effectuée  à  partir  d'échantillons
d'artères ex vivo, (Richardson, Davies, et Born 1989; Loree et al. 1992; G. C. Cheng et al. 1993; H.
Huang et al. 2001; Ohayon et al. 2007) ou à partir d'acquisitions d'imagerie IVUS (R. T. Lee et al.
1993;  Ohayon  et  al. 2001;  Veress  et  al. 2000) ;  dans  ces  deux cas,  l'analyse est  limitée  à  une
répartition de contraintes au sein de la paroi vasculaire en deux dimensions. D'autres études ont été
réalisées à partir de géométries tridimensionnelles obtenues à partir d'images MRI en utilisant des
modèles d'interaction fluide-structure (D. Tang et al. 2004; C. Yang et al. 2007; Teng et al. 2010).
La  possibilité  de  dissiper  les  contraintes  résiduelles  par  ouverture  d'un  anneau  artériel  permet
d'avoir accès aux données de contraintes résiduelles  (Vaishnav et Vossoughi 1987) ; une analyse
prenant en compte ce paramètre devra nécessairement être menée à partir d'échantillons tissulaires
(Ohayon et al. 2007), et non pas sur la base d'acquisitions non invasives ou invasives d'images de la
paroi vasculaire.
  1.1.4 La rupture
Le concept de rupture fait référence à la séparation (perte de continuité) d'un matériau. Cette rupture
intervient au-delà d'un seuil de contrainte maximale caractéristique du matériau étudié. La fatigue
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d'un matériau est un processus qui modifie les propriétés locales d'un matériau sous l'action de
contraintes  et  déformations  variables  dans  le  temps (inférieures  aux valeurs  limites  provoquant
l'endommagement macroscopique du matériau) ; cela correspond à une altération microscopique du
matériau. La conséquence de la fatigue est un abaissement de la valeur du seuil de rupture (Nalla,
Kinney, et Ritchie 2003). Dans le cadre de la plaque d'athérome, la rupture peut survenir en tension,
liée à une augmentation de la contrainte circonférentielle, ou en cisaillement (shear failure), par
délamination  liée  à  l'augmentation  des  contraintes  de  cisaillement  à  l'interface  de  matériaux
concentriques hétérogènes au sein de la plaque (Falk, Shah, et Fuster 1995). Dans les deux cas, la
fracture locale engendre une accumulation de contraintes à ses extrémités que la propagation de la
rupture de proche en proche jusqu'à la lumière vasculaire permet de dissiper. L'augmentation de
contrainte est principalement liée à la pression sanguine qui peut par ailleurs causer la fatigue des
constituants de la capsule fibreuse en raison de son amplitude cyclique (Falk, Shah, et Fuster 1995).
 1.2 Contexte du travail expérimental
  1.2.1 Les apports de l'approche biomécanique sur la vulnérabilité.
Contrainte et critères de vulnérabilité. Des analyses par modélisation en éléments finis réalisées
à partir de coupes histologiques d'artères coronaires de patients ayant subi un événement coronaire
montrent une élévation de la contrainte pariétale circonférentielle aux sites de rupture de la capsule
fibreuse  (Richardson, Davies, et Born 1989; G. C. Cheng  et al. 1993). Les sites de rupture ont
également  été  associés à une élévation de la  densité  en macrophages  (Lendon  et al. 1991).  Ce
phénomène est  expliqué  par  une diminution  du seuil  de  rupture  liée  à  l'appauvrissement  de la
capsule fibreuse en collagène  (Burleigh  et al. 1992) associée à la diminution de synthèse et à la
dégradation du collagène en présence de macrophages (cf. Revue Bibliographique et (Fuster et al.
2005)). Les critères de vulnérabilité que sont la taille du cœur lipidique et la faible épaisseur de la
capsule fibreuse sont  liés à l'augmentation de la contrainte dans la capsule fibreuse  (Loree  et al.
1992; M. J. Davies  et al. 1993; Finet, Ohayon, et Rioufol 2004; Ohayon  et al. 2008). Ceci est
d'autant plus vrai que les composants du cœur nécrotique présentent une faible rigidité responsable
d'une  redistribution  des  contraintes  dans  la  capsule  fibreuse  (Loree,  Tobias,  et  al. 1994).  Le
caractère excentrique des lésions est également associé à une vulnérabilité augmentée (R. T. Lee et
Kamm 1994; Ohayon et al. 2008). L'analyse d'artères coronaires présentant des lésions rompues a
permis de mettre en évidence un seuil de rupture à 300 kPa (G. C. Cheng et al. 1993). Une analyse
tridimensionnelle,  avec  une  segmentation  effectuée  à  partir  d'images  MRI  de  carotides
pathologiques  et  une  modélisation  des  interactions  fluide-structure,  a  montré  une  valeur  de
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contrainte critique à 263 kPa pour les plaques rompues contre 132  kPa pour les plaques stables
(Teng et al. 2010).
Contrainte résiduelle et vulnérabilité. Il a été montré que la paroi artérielle présente un niveau
non négligeable de contraintes en l'absence de toute contrainte extérieure ; ce sont les contraintes
résiduelles (Vaishnav et Vossoughi 1987). Classiquement, les contraintes résiduelles sont négligées
lors  de l'évaluation  des  contraintes  pariétales,  les  constructions  à  partir  d'images  in  vivo ou de
coupes histologiques ne permettant pas l'évaluation de la contrainte résiduelle. Or il a été montré
que ce raccourci est responsable d'une erreur importante dans l’évaluation de la contrainte pariétale.
En effet, l'étude par Ohayon et al. (Ohayon et al. 2007) a montré, à partir d'analyse d'échantillons de
tissu coronaire frais pour lequel un état de contrainte résiduel a été déterminé, que les contraintes
maximales sont surestimées en négligeant les contraintes résiduelles.
  1.2.2 Vulnérabilité dans les modèle murins d'athérosclérose
Les  critères  de  vulnérabilité,  définis  chez  l'homme,  s'appliquent  mal  aux lésions  de  souris  qui
présentent des morphologies sensiblement différentes (épaisseur de la capsule fibreuse, présence
inconstante de cœur lipidique distinct, d'excentricité)  (Coleman  et al. 2006; I. C. Campbell  et al.
2013).  Similairement,  bien que les  tissus  soient  constitués  de molécules  organiques  semblables
(collagène), leur densité apparaît très variable selon l'espèce considérée, résultant en des propriétés
mécaniques  hétérogènes  (Hayenga  et  al. 2011).  Des  observations  de  rupture  de plaque ont  été
rapportées  au  niveau  de  l’artère  brachio-céphalique  (BCA,  brachiocephalic  artery)  (Bond  et
Jackson 2011). Ces observations sont controversées à ce site anatomique  (Schwartz  et al. 2007).
L'absence de rupture des lésions de la crosse aortique est plus consensuel.
 1.3 Objectifs, principe et originalité de l'étude
La souris apoE-/- est un modèle d'étude de l'athérosclérose communément utilisé. Tandis que les
contraintes  pariétales  sont étudiées  depuis  près de 25 ans  dans les  artères coronaires humaines
(Richardson, Davies, et Born 1989; G. C. Cheng et al. 1993), peu de travaux ont été menés sur les
contraintes  pariétales  des  vaisseaux  de  souris  apoE-/- présentant  des  lésions  athéromateuses
(Vengrenyuk et al. 2010; I. C. Campbell et al. 2013). L'étude présentée ici porte sur l'évaluation des
contraintes mécaniques au sein de plaques d'athérome présentes dans la crosse aortique de souris
apoE-/-  ne  présentant  pas  de  rupture.  L'évaluation  biomécanique  a  pour  objectif  d'apporter  des
éléments d'explication à cette différence entre espèces.
Ce  travail  expérimental,  réalisé  en  étroite  collaboration  avec  l'équipe  DyCTiM  du  laboratoire
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TIMC-IMAG, s’articule autour de deux points majeurs. 1) La caractérisation fine des propriétés
mécaniques des matériaux constitutifs de la paroi d'aorte de souris, incluant les lésions et la paroi
artérielle saine,  identifiés par histologie.  Cette  caractérisation s’effectue en faibles déformations
auquel cas leur comportement est assimilé à celui de matériaux élastiques, en utilisant un test de
microindentation  réalisée  par  microscopie  de  force  atomique  (AFM,  atomic  force  microscopy)
adaptée à l'étude d'échantillons tissulaires ; 2) La modélisation en éléments finis des contraintes
pariétales présentes au sein de la paroi aortique athéromateuse de souris apoE-/-. Cette modélisation
s'effectue  à  partir  d'échantillons  pour  lesquels  les  différents  matériaux  identifiés  par  histologie
présentent des propriétés rhéologiques de matériaux hyperélastiques, déduits des mesures en AFM.
De plus, la méthodologie adoptée permet de prendre en compte les contraintes résiduelles pour une
évaluation plus précise des contraintes pariétales. Le site anatomique étudié a été choisi pour avoir
accès  aux contraintes  résiduelles.  Enfin,  la  distribution des contraintes  pariétales est  étudiée en
regard de la distribution des cellules inflammatoires au sein des lésions.
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2 Matériel & Méthodes
 2.1 Étude des propriétés mécaniques locales du tissu aortiques de souris par 
microscopie de force atomique
  2.1.1 Animaux & préparation des échantillons
Des souris femelles apoE-/- (n = 5) ont été reçues à l'âge de 5 semaines (Charles-River) et mises sous
régime  hypercholestérolémiant  (Safe).  À  l'âge  de  25  ou  30  semaines,  les  animaux  ont  été
euthanasiés  par  injection  intra-péritonéale  de  pentobarbital  sodique.  L'aorte  a  été  rapidement
prélevée et  placée dans du milieu de Krebs-Henseleit  contenant 0.026 mM d'EDTA (KH) avant
d'être soigneusement nettoyée des tissus adhérents sous loupe binoculaire (Discovery V8, Zeiss). La
crosse aortique a été placée dans du composé OCT (optimal cutting temperature) et congelée en
utilisant du 2-méthylbutane refroidi à l'azote liquide.  Des coupes de tissus de 16 µm et 6-8 µm
d'épaisseur ont été réalisées au cryostat (HM505E, Microm) sur la zone de la crosse souhaitée et
placées sur des lames Polysine (Thermo-Scientific). Les coupes de 16 µm ont été placées dans du
milieu KH à 4 °C jusqu'à leur analyse en AFM, réalisée dans les heures suivant leur préparation ; les
coupes de 6-8 µm ont été utilisées pour l'analyse histologique.
Une  étude  préliminaire  a  été  menée  sur  un  animal  (souris  apoE-/-,  30  semaines,  sous  régime
hypercholestérolémiant) afin de valider l'absence d'influence de la congélation sur la mesure des
propriétés  mécaniques  des  matériaux constitutifs  des  anneaux aortiques.  Après  prélèvement  sur
animal euthanasié et nettoyage, un segment d'aorte a été placé dans de la gélatine alimentaire (25 %
dans KH, 37°C) et refroidi à 4 °C. Deux anneaux adjacents de 100 µm d'épaisseur ont été obtenus
par coupe en tissu frais en utilisant un vibratome (HM650V, Microm). L'un des deux anneaux a été
collé (cyanoacrylate) sur une lame de verre et conservé dans du KH à 4 °C jusqu'à son analyse en
AFM alors que le second a subi un cycle de congélation-décongélation (congélation par immersion
dans du 2-méthylbutane refroidi à l'azote liquide, et décongélation dans du KH à 4 °C) avant de
subir la même procédure.
  2.1.2 Colorations histologiques & marquages immunohistochimiques
Les coupes adjacentes à celles analysées en AFM ont servi aux colorations histologiques trichrome
HES et à la coloration des lipides (Oil Red O) ainsi qu'au marquage immunohistochimique des
cellules musculaires lisses (SMCs, smooth muscle cells).
Coloration HES. La coloration histologique trichrome HES (hématoxyline, érythrosine, safran) est
effectuée à température ambiante sur des lames fixées à l'acétone à -20 °C (10 min), avec deux
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bains successifs de 2 min d'hématoxyline (Gill II, Labonord) et d'érythrosine (Extrabluish, Fluka),
tous  deux  suivis  d'un  lavage  abondant  à  l'eau  courante  (3 min).  La  déshydratation  des  lames
effectuée par deux bains successifs d'éthanol 100 % précède le bain de safran à 0.33 % dans de
l'éthanol  100 %  (Microm).  Après  lavage  à  l'éthanol  100 %,  les  lames  sont  passées  en  phase
organique  (Xylène)  et  le  montage  entre  lame  et  lamelle  est  effectué  en  utilisant  un  milieu  de
montage en phase organique. Cette coloration histologique permet de visualiser les noyaux (bleu
sombre), le cytoplasme (rose pâle) et les fibres de collagène (jaune orangé).
Coloration Oil Red O. La coloration histologique Oil Red O permet de visualiser les lipides en
rouge. Les lames séchées à l'air sont placées dans une solution de propylène glycol 100 % (2 min)
avant  d'être  colorées  par  un  solution  de  Oil  Red  O à  0.5 % dans  du  propylène  glycol  100 %
préchauffé (10 min, 60°C). Après un bain de propylène glycol 85 % (2 à 5 min), les lames sont
rincées à l'eau distillée (2 min) et une contre-coloration à l'hématoxyline (Gill II, Labonord) est
effectuée (2 min) ; après rinçage à l'eau courante (3 min), un montage entre lame et lamelle est
effectué en phase aqueuse.
Marquage de SMCs. Le marquage immunohistochimique des SMCs est  effectué à température
ambiante sur les lames fixées à l'acétone -20 °C. Après blocage des peroxydases endogènes avec
une  solution  de  H202 à  0.45 % (15 min),  une  étape  de  blocage  pour  diminuer  la  fixation  non
spécifique avec une solution tampon de fixation (PBS, Phosphate Buffered Saline, FSG, Fish Skin
Gelatin 0.5 %,  sérum  10 %)  (60 min)  est  réalisée  préalablement  à  l'incubation  de  l'anticorps
primaire (anti-α-actin des cellules musculaires lisses, A5691, Sigma) au 1:800e dans du tampon de
fixation. Cet anticorps étant couplé à la phosphatase alcaline, la révélation est effectuée directement
après l'étape de lavage en utilisant du Permanent Red (Vector Laboratories) avant d'effectuer une
contre-coloration à l'hématoxyline et un montage en phase aqueuse (comme décrit ci-dessus).
Les  images  ont  été  numérisées  en  utilisant  les  systèmes  d'acquisition  respectifs  de  la  loupe
binoculaire (Discovery V8, Zeiss) ou du microscope optique (BX41, Olympus) utilisés.
  2.1.3 Identification et des constituants des lésions et définition des zones de 
plaque
Les deux colorations histologiques (HES et lipides) et le marquage immunohistochimique des SMC
a permis de subdiviser les lésions athéromateuses en trois zones distinctes (Figure 2). Les zones
présentant une forte coloration au safran ont été identifiées comme zones de fibrose intense (HyFb).
Les zones colonisées par les cellules musculaires lisses (identifiées par leur marquage spécifique)
ont  été  définies  comme  zones  de  fibrose  cellulaire  (CeFb).  Enfin,  les  zones  présentant  une
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coloration des lipides colocalisée avec des zones présentant des cellules au cytoplasme large ou des
zones hypo- ou acellulaires ont été identifiées comme zones riches en lipides (LpRi).
  2.1.4 Protocole AFM
Protocole  d'acquisition  AFM.  L'étude  des  propriétés  mécaniques  des  tissus  a  été  réalisée  en
utilisant  un  appareillage  asservi  de  microscopie  de  force  atomique  (Nanowizard  II,  JPK
instruments) adapté à l'analyse à l'échelle tissulaire. Les tissus étudiés ont été maintenus dans du
milieu KH à température ambiante tout au long de l'analyse réalisée dans les 4 heures suivant la
coupe et la décongélation concomitante de l'anneau artériel. Sur l'ensemble des animaux inclus dans
l'étude,  un  total  de  200  sites  a  été  analysé  avec  pour  chaque  point :  1)  l'indentation  et
l'enregistrement de courbes de réponse (courbe force-indentation, n ≈ 5 par site) et 2) l'analyse de
ces  courbes  par  ajustement  au  modèle  de Hertz.  Les  sites  analysés  ont  été  catégorisés  comme
apprenant à une des 3 zones définies au sein de la néo-intima (HyFb, CeFb ou LpRi) ou au sein de
la  média  comme lame élastique  ou  espace  entre  lames  élastiques.  Ces  zones  ont  pu  être  ainsi
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Figure 2.  Identification des constituants des lésions sur la base des colorations histologique trichrome 
HES (A) et lipidique Oil Red O (B) et du marquage immunohistiochimique des cellules musculaires lisses 
(C) ; définition des zones de plaque (D) : de fibrose cellulaire (CeFb, 1), riches en lipides (LpRi, 2) et de 
fibrose intense (HyFb, 3) et identification de la média (4). Barre d'échelle : 200 µm.
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identifiées par observation du tissu rétro-éclairé concomitante à l'acquisition de données en AFM en
regard des marquages histologiques des coupes adjacentes (Figure 3).
Les échantillons tissulaires ont été indentés par un porte-à-faux muni d'une pointe sphérique de
borosilicate (5 µm et 12 µm de diamètre ; Novascan) présentant une constante de raideur de ressort
comprise  entre  0.1  et  0.3 N.m-1.  La  rigidité  du  porte-à-faux k  a  été  déterminée  par  calibration
thermique,  suivant  les instructions du fabriquant.  Lors de l'indentation,  un déplacement vertical
connu Δz  est  imposé  à  la  base  du  porte-à-faux par  un  matériau  piézoélectrique  (Figure 4).  La
position de la pointe du porte-à-faux est  obtenue par mesure de la réflexion d'un faisceau laser
ciblant cette pointe.
Relation force-indentation. L'indentation δ de la sphère dans le tissu est inférieure au déplacement
de la base de porte-à-faux en raison de sa déflexion d (Figure 4). En connaissant la rigidité du porte-
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Figure 3. Exemple d'analyse AFM. (A) Vue au cours de l'acquisition AFM : le porte-à-faux réfléchit le 
laser, et la pointe sphérique est au niveau d'une zone identifiée comme la capsule, par marquage fibreux 
intense en coloration trichrome HES (B), recouvrant une zone riche en lipide identifiée par le marquage 
Oil Red O (C). Barre d'échelle : 100 µm.
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Figure 4. Schéma du dispositif d'AFM présentant le 
porte-à-faux de rigidité k. Son déplacement à la base 
produit Δz qui peut être décomposé en la déflexion d 
du porte-à-faux et l'indentation δ de la pointe 
sphérique de rayon R dans le tissu de module de 
Young E et de coefficient de Poisson ν au niveau du 
point d'analyse.
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à-faux  k,  l'amplitude  de  la  déflexion  d  permet  de  déduire  la  force  F  appliquée  sur  la  pointe
sphérique du porte-à-faux, lorsque l'on admet être dans un modèle élastique pur, en condition de
charge quasi-statique (Darling et al. 2007). Ceci implique une approche à faible vélocité, ce qui a
été respecté dans le cadre de cette étude (~ 0.6 µm.s-1).  On obtient ainsi expérimentalement une
relation force-indentation.
Ajustement au modèle de Hertz. L'hypothèse que les tissus biologiques analysés répondent aux
caractéristiques  d'un  milieu  élastique  linéaire  semi-infini  est  posée.  Lors  de  l'indentation  de
profondeur d'indentation δ d'un tel milieu par une sphère de rayon R, la force F exercée sur cette
sphère répond à :
F = K R1 /2 δ3/2 (4)
avec K, le module de contact :
K =
4
3
E
(1−ν2)
(5)
où E et ν sont respectivement le module de Young et le coefficient de Poisson du matériau indenté.
En émettant l'hypothèse que ces matériaux sont incompressibles (ν = 0.5), on obtient :
F =
16E
9
R 1/2 δ3/2 (6)
Cette  relation  correspond  au  modèle  de  Hertz  (K.  L.  Johnson  1987) auquel  les  courbes
expérimentales force-indentation ont été ajustées (JPK IP fitting software). Cette relation permet
l'évaluation du module de Young (E) local du matériau en chaque point étudié (Figure 5).
La validation de la méthodologie a été effectuée par analyse de polymères synthétiques (Polyacétate
de vinyle) dont la rigidité est connue (Tracqui et al. 2011).
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Figure 5. Exemple de courbe expérimentale 
force-indentation (orange) ajustée au modèle 
de Hertz (noir).
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 2.2 Étude des contraintes dans le tissu aortique de souris 
  2.2.1 Animaux & anneaux aortiques
Les souris  femelles  apoE-/- (n = 25)  et  C57BL/6J  (n = 20)  ont  été  reçues à  l'âge de 5 semaines
(Charles River Laboratory). Les animaux apoE-/- ont été placés sous régime hypercholestérolémique
(caséine 20 %, cholestérol 0.15 %, Harlan). À l'âge de 7, 15, 20, 25 et 30 semaines, les animaux ont
été euthanasiés par injection létale de pentobarbital sodique (n = 3 à 5 animaux contrôles et apoE-/-
par temps). L'aorte a été prélevée et immergée dans du milieu de Krebs-Henseleit avec 0.026 mM
d'EDTA (KH)  et  la  crosse  aortique  a  été  nettoyée  des  tissus  adhérents  sous  loupe  binoculaire
(Discovery V8, Zeiss) avant d'être transférée dans un moule contenant de la gélatine en solution
(25 % dans du KH, 37 °C). L'échantillon a été refroidi à 4 °C et plongé dans du KH refroidi à la
glace. Un anneau de 200 µm d'épaisseur a été découpé entre l'artère brachio-céphalique et l'artère
carotide  commune  gauche  en  tissu  frais  grâce  à  l'emploi  d'un  vibratome  (HM650V,  Microm).
L'anneau aortique a été rincé abondamment avec du KH chauffé et rapidement incisé radialement à
l'opposé  de  la  petite  courbure  de  la  crosse  aortique,  dans  une  zone  dépourvue  de  lésions
athéromateuses.  Une  ouverture  de  l'anneau  aortique  est  alors  observée  qui  rend  compte  de  la
dissipation  des  contraintes  présentes  dans  cet  élément  tissulaire  en  l'absence  de  toute  autre
contrainte (contraintes résiduelles). 45 min après l'incision, la géométrie de l'élément tissulaire a
cessé d'évoluer ; l'anneau aortique se trouve dans une conformation ouverte et l'angle d'ouverture est
mesuré (Figure 6). Cet angle est défini comme l'angle entre les deux extrémités créées par l'incision
et ayant pour sommet le point sur la face interne de l'anneau aortique à l'opposé du point d'incision
(Vaishnav et  Vossoughi  1987).  La section  aortique immédiatement  adjacente  à  l'anneau artériel
prélevé a été fixée pendant 24 h avant d'être incluse en paraffine. Sur cet échantillon, des coupes de
4 µm d'épaisseur ont été réalisées en utilisant un microtome (HM340E, Microm) et ont servi aux
colorations histologiques et aux marquages immunohistochimiques.
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  2.2.2 Colorations histologiques et marquages immunohistochimiques
Colorations histologiques. Les coupes réalisées à partir de la section aortique adjacente à l'anneau
aortique prélevé ont été utilisées pour une coloration histologique trichrome HES (hématoxyline,
érythrosine, safran), van Gieson, servant à identifier l'élastine et von Kossa permettant d'identifier
les  dépôts  minéralisés,  tels  que  les  carbonates  de  calcium  (Figure 7,  panneau  A,  B  et  E
respectivement).  L'ensemble  de  ces  colorations  a  été  effectué  suivant  les  protocoles  standard
employés au service d’anatomopathologie du centre hospitalier universitaire de Grenoble. 
Marquages  immunohistichimiques. Les  marquages  immunohistochimiques  des  SMC,  des
macrophages et de l'endothélium vasculaire ont été réalisés en utilisant les anticorps anti-α-actine
des  cellules  musculaires  lisses  (A5691,  Sigma),  anti-galectine-3,  aussi  appelé  antigène  Mac-2
(CL8942AP,  Cedarlane)  et  anti-CD31  (SC-1506,  Santa  Cruz),  respectivement,  sur  les  coupes
adjacentes  à  l'anneau  aortique  étudié  (Figure 7,  panneau  C,  D  et  F  respectivement).  Après
déparaffinage et réhydratation des coupes, les peroxydases endogènes ont été bloquées avec 0.45 %
de H2O2 (15 min).  Un démasquage des antigènes tissulaires (Vector Laboratories) a été effectué
avant le marquage des SMC et de CD31 (15 min,  100°C). Une étape de blocage a été réalisée
(60 min) avant de procéder à  l'incubation de l'anticorps primaire :  sur la  nuit  à 4 °C pour anti-
galectine-3 (1:10 000e) et anti-CD31 (1:3000e) et 60 min à température ambiante pour anti-SM-α-
actine (1:800e). Pour ce dernier, directement couplé à la phosphatase alcaline, l'étape de révélation
au permanent red suit les lavages effectués après l'incubation de l'anticorps. Pour les deux autres,
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Figure 6. Schéma du protocole 
expérimental mis en œuvre dans 
l'étude visant à modéliser les 
contraintes pariétales. Un anneau 
artériel de 200 µm d'épaisseur est 
obtenu au niveau de la crosse 
aortique entre l'artère brachio-
céphalique et l'artère carotide 
commune gauche. Une incision est 
effectuée à l'opposé de la petite 
courbure de la crosse aortique afin 
d'obtenir la conformation ouverte. 
BCA : artère brachio-céphalique; 
RCCA et LCCA : artère carotide 
commune droite et gauche; RSCA 
et LSCA : artère sub-claviaire droite 
et gauche.
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l'incubation d'un anticorps secondaire biotinylé et du complexe avidine-biotine couplé à l'activité
peroxydase est nécessaire avant d'effectuer l'étape de révélation au DAB (3,3'-Diaminobenzidine).
Les tissus sont contre-colorés à l'hématoxyline et le montage entre lame et lamelle est effectué.
Les  images  ont  été  numérisées  en  utilisant  les  systèmes  d'acquisition  respectifs  de  la  loupe
binoculaire (Discovery V8, Zeiss) ou du microscope optique (BX41, Olympus) utilisés.
  2.2.3 Identification des constituants des lésions et définition des zones de plaque 
sur la conformation ouverte
Les mêmes zones de la néointima que celles dont les propriétés mécaniques ont été étudiées par
AFM ont été définies en utilisant la coloration HES et le marquage des SMCs (Figure 7 ; panneaux
A et C, respectivement). Les zones de fibrose intense (HyFb) ont été identifiées par un marquage
intense  au  safran  de  la  coloration  trichrome HES.  Les  zones  de  fibrose  cellulaire  (CeFb)  sont
caractérisées par un marquage des SMCs au sein de la néo-intima. Les zones riches en lipides
(LpRi) sont définies par l'absence de ces deux marquages au sein du tissu néointimal ou dans des
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Figure 7. Exemple représentatif de 
l'analyse histologique et immunohisto-
chimique (A à F) et de la délimitation des 
zones intra-plaque pour modélisation 
mathématique (G & H). A, coloration 
histologique HES permettant la 
visualisation des noyaux (bleu), des 
cytoplasmes (rose) et de la fibrose 
(orange) ; B, coloration histologique van 
Gieson, colore les fibres élastiques 
(noir) ; C, immunomarquage de l'α-actine 
spécifique des SMCs (violet) ; D, 
immunomarquage Mac-2 spécifique des 
macrophages (marron) ; E, coloration 
histologique von Kossa montrant 
l’absence de calcifications ; F, 
immunomarquage de CD31 montrant 
l’absence de vascularisation intra-
plaque ; G, Photographie de crosse 
aortique après coupure radiale 
permettant de déterminer l'angle 
d'ouverture et (H) détermination dans  
l'intima de zones riches en lipides (LpRi, 
jaune), de fibrose cellulaire (CeFb, rose) 
et de fibrose intense (HyFb, bleu) ainsi 
que de la média (vert), à partir de la 
coloration histologique HES (A) et du 
marquage IHC des SMCs (C). * : coté 
luminal. Barre d'échelle : 500 µm.
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zones vacuolaires dans ce tissu. Ces zones identifiées sur les coupes adjacentes ainsi que la zone
correspondant au reste du tissu artériel  (média, délimitée par les limitantes élastiques interne et
externe et présentant un marquage des SMCs, et adventice, tissu conjonctif présentant un marquage
des fibres de collagène) sont reproduites sur l'anneau artériel en configuration ouverte (Figure 7 ;
panneaux G et H).
  2.2.4 Analyse en éléments finis 
Segmentation. L'image  de  l'artère  en  conformation  ouverte  sur  laquelle  les  différentes  zones
considérées ont été reproduites a servi de base à la construction d'un maillage lissé comprenant ~
1500 nœuds,  chacun connecté à 3 ou 4 nœuds. Ce maillage a été utilisé pour la modélisation en
éléments finis en utilisant le code de calcul ANSYS (Ansys, Inc.) après attribution d'un modèle de
comportement mécanique aux éléments de ce maillage.
Lois de comportement. Le comportement des trois zones définies au sein de la néo-intima a été
modélisé par une loi de comportement isotrope linéaire incompressible de type Néo-Hookéen.
W =
E
6
( Ī 1− 3) +
κ
2
(J − 3)2 (7)
La fonction d'énergie utilisée prend en compte le module de Young des différents matériaux. Les
valeurs du module de Young utilisés pour la modélisation avec une rhéologie murine sont ceux
obtenus par étude AFM : ELpRi = 5.5 kPa, ECeFb =  10.4 kPa et EHyFb = 59.4 kPa. La modélisation avec
rhéologie humaine est effectuée en utilisant des valeurs de Young décrites dans la littérature (R. T.
Lee et al. 1991; Loree, Tobias, et al. 1994) : ELpRi = 5 kPa, ECeFb =  500 kPa et EHyFb = 900 kPa.
Le comportement de la paroi artérielle en dehors des plaques a été considéré comme anisotrope
nonlinéaire incompressible, suivant la loi de comportement proposée par Holzapfel et al. (Holzapfel
et al. 2005).
W =
E
6
( Ī 1− 3) +
k1
k 2
(exp (k2((1− ρ)( Ī 1 −3)
2
+ ρ( Ī 4 − 3)
2
))−1) +
κ
2
( J −3)2 (8)
Les caractéristiques rhéologiques humaines sont directement issues de l'étude par Holzapfel  et al.
(Holzapfel  et al. 2005), alors que les caractéristiques rhéologiques murines ont été déduites des
caractéristiques morphologiques observées au sein de la média des souris apoE-/- étudiées ainsi que
des modules de Young des constituants de la média déterminés par AFM.
La description des fonctions densité d'énergie de déformation rendant compte du comportement des
matériaux se trouve largement développée par ailleurs (Mesnier 2011; Ohayon et al. 2012).
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Modélisation. Les calculs statiques en éléments finis (ANSYS) ont portés sur 1) la reconstitution
des  états  de contraintes  et  de déformations  résiduelles  par  simulation de fermeture  de l'anneau
artériel ouvert, via l'appareillement des nœuds présents aux extrémités des anneaux en conformation
ouverte sur le plan médian entre ces nœuds (Raghavan et al. 2004; Ohayon et al. 2007), donnant
ainsi les états de contrainte et de déformation résiduels et 2) la mise sous pression des anneaux
artériels  refermés  en  appliquant  une  pression  correspondant  à  la  pression  artérielle  systolique :
14.6 kPa soit 110 mmHg sur la face interne de l'anneau refermé. Cette mise sous pression a été
réalisée sur les anneaux en prenant en compte ou non les contraintes résiduelles calculées lors de la
fermeture de l'anneau artériel aboutissant ainsi aux états de contraintes physiologiques (rés. +) et
(rés. -), respectivement. Ceci est illustré en Figure 8. Une simulation supplémentaire faisant varier
la pression appliquée radialement à la paroi entre 11.1 kPa et 14.6 kPa correspondant à la variation
entre la pression artérielle diastolique et systolique a été effectuée afin d'analyser l'amplitude des
variations de déformation au cours du cycle cardiaque.
La simulation en éléments finis permet de calculer les déformations et les contraintes en chaque
nœud. Les valeurs considérées dans le cadre de cette étude sont deux grandeurs scalaires calculées à
partir des tenseurs utilisés lors de la simulation : les déformations équivalentes (grandeur sans unité)
et les contraintes équivalentes (exprimés en kPa). L'interpolation linéaire des valeurs de contraintes
et de déformations entre les nœuds permet de générer des cartographies complètes pour l'ensemble
de la coupe de l'artère.
  2.2.5 Analyse des résultats
Morphologie. La  coloration  trichrome HES adjacente  à  l'anneau  aortique  prélevé  a  servi  à  la
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Figure 8. Exemple de modélisation à partir d'un anneau d'aorte de souris apoE-/- en conformation ouverte 
(A) segmenté en distinguant les zones de plaque riches en lipides (LrRi, jaune), de fibrose cellulaire 
(CeFb, rose) et de fibrose intense  (HyFb, bleu) du reste du tissu artériel (blanc). La première étape de la 
modélisation permet de recréer une conformation fermée (B) et donne accès aux déformations et 
contraintes résiduelles. La seconde étape de la modélisation permet d'obtenir l'état physiologique du 
vaisseau, en appliquant une pression à la surface interne de 14.6 kPa, à partir de la conformation ouverte 
et prenant en compte les contraintes et déformations résiduelles (C, état physiologique (rés. +)) ou en les 
ignorant (état physiologique (rés. -)). * : coté luminal. Barre d'échelle : 500 µm.
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mesure de l'épaisseur de la média et de l'adventice. En cas de présence de lésions athéromateuses,
ces valeurs ont été évaluées à l'arrière des plaques. L'épaisseur de l'intima a également été mesurée
en présence de plaques de même que la surface occupée par les zones HyFb, CeFb et LpRi et la
surface totale de la lésion.
Les  images  de  la  coloration  van  Gieson  marquant  les  lames  élastiques  ont  été  utilisées  pour
caractériser la tortuosité des lames élastiques. Cet indice de tortuosité est défini comme :
τ =
L
C
(9)
avec L la  longueur  de l'élément  mesuré et  C la  longueur  de l'arc  entre  les  deux extrémités  de
l'élément mesuré (Figure 9). Cette tortuosité a été systématiquement mesurée au niveau de la petite
courbure de l'anneau issue de la crosse aortique, i.e. dans la média à l'arrière des plaques (lorsque
présentes) chez la souris apoE-/-.
Infiltration de macrophages. La quantification de l'infiltration des macrophages a été effectuée
par la mesure de la surface présentant un marquage Mac-2 positif au sein des plaques (ImageJ,
NIH). Cette analyse a été effectuée en subdivisant les plaques en 4 régions (avant, centre, arrière et
épaulement de la plaque) tel que présenté en Figure 10. Les résultats sont présentés en densité de
macrophages  (% de  la  surface,  i.e.  pourcentage  de  l'aire  de  la  zone  analysée  occupée  par  les
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Figure 9. La tortuosité des lames élastiques a été définie par un index de 
tortuosité τ, correspondant au rapport de la longueur de l'élément 
mesuré (L, vert) sur la longueur de l'arc entre les deux extrémités de 
l'élément mesuré (C, rouge), tel que présenté sur la coloration van 
Gieson d'une portion d'aorte de souris dépourvue de lésion. Barre 
d'échelle : 100 µm.
Figure 10. Distinction de régions de la néo-intima 
aortique de souris apoE-/- utilisé dans l'analyse : 
l'avant (F), le centre (C), l'arrière (B) et les 
épaulements (S) de la plaque sont individualisés. 
Barre d'échelle : 500 µm.
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macrophages) ou en répartition des macrophages (% de la surface totale infiltrée, i.e. aire occupée
par les macrophages dans la région considérée sur l'aire totale occupée par les macrophages dans la
lésion analysée).
Quantification  des  contraintes  et  déformations. Les  régions  définies  au  sein  des  lésions
athéromateuses  pour  la  quantification  des  macrophages  ont  été  utilisées  pour  quantifier
régionalement les contraintes et déformations. Pour ce faire, ces régions ont été reportées sur les
cartographies  de  contraintes  et  de  déformations  et  quantifiées  (ImageJ,  NIH).  Les  valeurs  de
contraintes et de déformations maximales et moyennes au sein des différentes régions des plaques
analysées sont obtenues.
 2.3 Analyse des données et traitement statistique
Le test de Student a été utilisé pour les valeurs appariées ou non et l'analyse de corrélation a été
effectuée en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson (Systat, SigmaStat). Les différences
ont  été  considérées  comme  significatives  pour  P < 0.05.  Les  données  sont  présentées  comme
moyenne ± erreur type.
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3 Résultats
 3.1 Propriétés mécaniques des tissus aortiques de souris 
Lésions. L'analyse des lésions a été effectuée en distinguant systématiquement la zone de la plaque
dans laquelle l'indentation a été effectuée ; après ajustement des courbes expérimentales au modèle
de Hertz,  le  module de Young est  déduit  en chaque point.  Les  résultats  sont  présentés dans le
Tableau 1. Au sein des lésions, la rigidité moyenne et médiane est la plus importante dans les zones
de fibrose intense (HyFb), puis dans les zones de fibrose cellulaire (CeFb) et enfin elle est la plus
faible dans les zones riches en lipides (LpRi). L'amplitude de variation du module de Young mesuré
est  importante  pour  l'ensemble des  trois  zones  étudiées,  avec des  valeurs  de rigidité  maximale
dépassant la valeur moyenne de 2.3, 2.6 et 3.7 fois l'écart type pour les zones LpRi, CeFb et HyFb
respectivement.
Zone de plaque
Sites analysés
(n)
Module de Young (kPa)
Moyenne Amplitude Q1 Q2 Q3
riches en lipides (LpRi) 18 5.5 ± 3.5 0.6 –  13.7 3.2 5.0 6.8
fibrose cellulaire (CeFb) 74 10.4 ± 5.7 1.6 – 25.0 6.3 9.9 13.8
fibrose intense (HyFb) 97 59.4 ± 47.4 5.6 – 233.8 21.8 50.0 80.1
Effet  de la congélation. Les  résultats  de  l'étude  visant  à  évaluer  l'effet  de  la  congélation  par
analyse (n = 116) des trois zones de plaque étudiées sont présentés en Tableau 2. Aucune différence
significative n'est observée entre la rigidité mesurée du tissu frais et de l'anneau aortique ayant subi
un cycle de congélation-décongélation dans les trois zones de plaque étudiées. Dans les deux cas
également, la rigidité la plus élevée est observée au sein des zones HyFb, puis dans les zones CeFb
et elle est la plus faible au niveau des zones LpRi.
Zone de plaque
Module de Young (kPa)
tissu frais congélation
riches en lipides (LpRi) 2.9 ± 2.4 3.3 ± 2.6
fibrose cellulaire (CeFb) 12.9 ± 1.5 11.0 ± 1.70
fibrose intense (HyFb) 22.2 ± 4.9 23.3 ± 4.0
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Tableau 1. Modules de Young évalués par AFM au sein de zones riches en lipides, de fibrose cellulaire et 
de fibrose intense de plaques d'athérome aortiques de souris apoE-/-. Les résultats sont exprimés sous 
forme de moyenne ± erreur type. De plus, l'amplitude des valeurs obtenues sur l'ensemble des sites 
analysés (n) est indiquée, ainsi que le premier quartile (Q1), la médiane (Q2) et le troisième quartile (Q3).
Tableau 2. Modules de Young évalués 
par AFM au sein de zones riches en 
lipides, de fibrose intense et de fibrose 
cellulaire au sein de plaques 
d'athérome aortiques de souris apoE-/- 
obtenus par analyse en tissu frais ou 
sur tissu ayant subi un cycle de 
congélation-décongélation.
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Média. Les propriétés mécaniques de la média ont également été évaluées par AFM en distinguant
les  lames  élastiques  de  2.4 ± 0.4 µm d'épaisseur  de  l'espace  entre  deux  lames  élastiques  d'une
épaisseur moyenne de 9.2 ± 2.0 µm. Les lames élastiques ont montré une rigidité 13.9 fois plus
importante celle observée dans l'espace inter-lamellaire (Tableau 3).
Zone de la média
Module de
Young (kPa)
lames élastiques 58.3 ± 6.3
espace entre lames élastiques 4.2 ± 0.7
 3.2 Caractéristiques morphologiques et histologiques des anneaux aortiques
Constitution des lésions. Des lésions athéromateuses ont été observées sur la petite courbure de
la crosse aortique de souris apoE-/- âgées de 20, 25 et 30 semaines. Aucune évolution significative
n'a été observée dans la taille des lésions mesurées ni dans la répartition des zones LpRi, CeFb et
HyFb à ces trois temps (Tableau 4).
Age (semaines)
20 25 30
Surface lésion (mm2) 0.084 ± 0.013 0.115 ± 0.024 0.112 ± 0.061
Composition lésion (% surface totale)
riches en lipides (LpRi) 53.0 ± 5.5 57.4 ± 6.7 39.2 ± 12.8
fibrose cellulaire (CeFb) 24.4 ± 5.5 15.9 ± 5.0 14.6 ± 7.5
fibrose intense (HyFb) 22.6 ± 6.8 26.7 ± 8.6 46.2 ± 16.6
Infiltration  de  macrophages. Aucun  macrophage  n'a  été  observé  au  sein  du  tissu  vasculaire
analysé chez les animaux contrôles. Parmi les souris apoE-/-, la distribution des macrophages au sein
des différentes  régions des plaques n'a pas présenté d'évolution significative entre  20,  25 et  30
semaines. Une localisation préférentielle des macrophages dans les épaulements des lésions et une
faible infiltration de macrophages à l'arrière des plaques ont été observées (Figure 11).
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Tableau 3. Modules de Young évalués par AFM de la 
média d'anneaux aortiques de souris apoE-/-, en 
distinguant les indentations effectuées sur les lames 
élastiques de celles réalisées entre ces lames 
élastiques.
Tableau 4. Paramètres morphologiques des lésions observées sur les sections de crosse aortique de 
souris apoE-/- de 20, 25 et 30 semaines.
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Néo-vascularisation et calcifications. Au sein des animaux inclus dans l'étude,  il  n'a pas été
constaté  de  néovascularisation  ni  de  calcifications,  comme attesté  par  le  marquage  négatif  des
cellules endothéliales (CD31) et la coloration négative des calcifications (von Kossa) dans le tissu
néo-intimal, respectivement (exemples représentatifs en Figure 7).
Paroi artérielle. La développement des lésions a pour corollaire un épaississement de l'intima, qui a
pu  être  quantifié  à  partir  de  l'âge  de  l'apparition  des  lésions.  En  l'absence  de  lésion,  l'intima
correspond à l'endothélium vasculaire et à sa lame basale (Figure 12A). Alors que l'épaisseur de la
média  n'a  pas  présenté  d'évolution  au  cours  du  temps  dans  le  groupe  contrôle,  elle  a  été
significativement  augmentée  chez  les  animaux  apoE-/- de  façon concomitante  à  l'apparition  des
lésions  (P < 0.01  vs.  7  semaines  et  P < 0.05  vs  contrôle  à  25  et  30  semaines)  (Figure 12B).
Similairement,  l'adventice  a  également  présenté  un  épaississement ;  cette  tunique  est
significativement plus épaisse chez les animaux apoE-/- que chez les animaux contrôles à 25 et 30
semaines  (P < 0.05) (Figure 12C).
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Figure 12. Épaisseur des différentes couches du tissu artériel : intima (A), média (B) et adventice (C), 
évaluées au niveau de la petite courbure de la crosse aortique chez les souris contrôles et apoE-/- âgées 
de 7 à 30 semaines. Les mesures de l'épaisseur de la média et de l'adventice sont effectuées à l'arrière 
des lésions lorsque présentes. * P < 0.01 vs. 7 semaines ; † P < 0.05 vs. contrôle. 
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Figure 11. Densité des macrophages à l'avant, au 
centre, à l'arrière et aux épaulements de lésions 
aortiques de souris apoE-/- âgées de 20, 25 et 30 
semaines. * P < 0.05 vs. Arrière.
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Enfin,  la  tortuosité  des  lames  élastiques  a  présenté  une  évolution  similaire,  significativement
diminuée chez les apoE-/- à 20, 25 et 30 semaines (P < 0.05 vs. 7 semaines et P < 0.05 vs. contrôles
à 25 et  30 semaines) alors  qu'aucune évolution significative n'a été  observée chez les animaux
contrôle (P = NS tous âges vs. 7 semaines) (Tableau 5). Ces paramètres rendent ainsi compte d'une
modification de la paroi artérielle à l'arrière des lésions.
Age (semaines)
7 15 20 25 30
Tortuosité lames élastiques
contrôle 1.32 ± 0.03 1.36 ± 0.04 1.35 ± 0.07 1.29 ± 0.03 1.31 ± 0.02
apoE-/- 1.26 ± 0.03 1.23 ± 0.03 1.16 ± 0.06 * 1.10 ± 0.02 * † 1.05 ± 0.02* †
 3.3 Ouverture de l'anneau artériel
L'ouverture  de  l'anneau  aortique  consécutive  à  son  incision  effectuée  au  niveau  de  la  grande
courbure de la crosse aortique a présenté un angle constant  dans le temps pour l'ensemble des
animaux  contrôles  de  l'étude (P = NS  tout  âge  vs.  7  semaines).  Chez  les  souris  apoE-/-,  une
augmentation  de  l'angle  d'ouverture  a  été  observée  avec  l'apparition  des  lésions  (20,  25  et  30
semaines, P < 0.05 vs. 7 semaines et P < 0.05 vs. contrôles à 25 et 30 semaines) (Figure 13).
L'angle d'ouverture a présenté une corrélation positive avec l'épaisseur de la média, de l'adventice
ainsi qu'avec l'index de tortuosité des lames élastiques (r2 = 0.49, r2 = 0.55, r2 = 0.49 respectivement,
P < 0.001), mais pas avec l'épaisseur de l'intima (r2 = 0.03, P = NS) (Figure 14).
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Tableau 5. Évaluation de la tortuosité des lames élastiques sur des sections de crosse aortique de souris 
contrôles et apoE-/-. P < 0.05 * vs. 7 semaines, † vs. contrôle.
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Figure 13.  Angle d'ouverture des anneaux de 200 µm d'épaisseur 
de tissu frais de crosse aortique souris apoE-/- et contrôles de 7 à 
30 semaines. * P < 0.01 vs. 7 semaines; † P < 0.05 vs. contrôle.
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 3.4 Caractérisation biomécanique par modélisation en éléments finis
  3.4.1 Étude de l'aorte de souris
Un  exemple  représentatif  des  cartographies  de  déformations  et  de  contraintes  obtenues  par
modélisation  en  élément  finis  à  partir  des  anneaux  en  conformation  ouverte  auxquelles  une
rhéologie murine a été attribuée est présenté en Figure 15. Ces cartographies, rendant compte de
l'état résiduel et de l'état physiologique en prenant en compte (res. +) et en négligeant (rés.  -) les
contraintes résiduelles ont été quantifiées. Les contraintes maximales, moyennes et les déformations
moyennes ont été quantifiées dans les différentes régions des plaques et dans la média à partir des
cartographies correspondantes ; les résultats de ces quantifications sont présentés en Figure 16 A, B
et C respectivement.
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Figure 14. Analyses de corrélation par régression linéaire entre l'angle d'ouverture d'anneaux de crosse 
aortique de souris apoE-/- et contrôle et l'épaisseur de la média (A), de l'adventice (B), l'index de tortuosité 
des lames élastiques (C) et l'épaisseur de l'intima (D).
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Lésions. Les contraintes résiduelles et les contraintes physiologiques dans les lésions s'élèvent en
moyenne à  4 ± 1 kPa et 4 ± 0 kPa et atteignent au maximum 27 ± 7 kPa et 19 ± 3 kPa. Elles sont
dans tous les cas ≤ 35 kPa, à l’exception d'un cas en condition résiduelle à 74 kPa. Lorsque les
contraintes résiduelles sont négligées, la contrainte maximale est surestimée de 14.2, 4.0, 2.9 et 3.6
fois dans les épaulements, à l'avant, au centre et à l'arrière des plaques ; dans les épaulements des
lésions  où elle  est  la  plus  élevée,  la  contrainte  maximale  est  ainsi  de 19 ± 3 kPa (≤ 35 kPa)  et
276 ± 75 kPa (≤ 650 kPa) pour les contraintes physiologique (rés. +) et (rés. -). Similairement, une
diminution  ou  une  tendance  à  la  diminution  des  contraintes  moyennes  est  observée  entre  les
conditions physiologiques (rés. -) et (rés. +), avec notamment des diminutions de 4.5, 4.0 et 2.6 fois
dans les  épaulement, le centre et à l'arrière des plaques (P < 0.05).
À l'exception de la contrainte maximale dans les épaulements dans le cas physiologique (rés. -), la
contrainte moyenne et maximale observée est systématiquement significativement plus élevée dans
la média que dans les lésions.
Média. Les contraintes moyennes et maximales dans la média de souris apoE-/- à l'état résiduel sont
plus faibles qu'à l'état physiologique (25 ± 2 kPa et 85 ± 13 kPa vs. 105 ± 10 kPa et 249 ± 25 kPa,
respectivement. Une observation similaire peut être faite pour les animaux contrôles qui présentent
des  contraintes  résiduelles  moyennes  et  maximales  s'élevant  à  8 ± 0 kPa  et  24 ± 2 kPa  et  des
contraintes physiologiques moyennes et maximales de 125 ± 10 kPa et 248 ± 14 kPa (P < 0.05).
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Figure 15. Cartographies de déformation (A, 
C, E) et de contraintes (B, D, F) obtenues par 
analyse en éléments finis à partir de la 
conformation ouverte d'un anneau d'aorte de 
souris apoE-/- considéré comme non déformé 
ni contraint. Les résultats à l'état résiduel (A, 
B) et à l'état physiologique (rés. +) (C, D) et 
(rés. -) (E, F) de déformation (ε) et de 
contrainte (σ) sont exprimés sans unités et en 
kPa respectivement. Les maxima de 
contraintes au sein des lésions sont identifiés 
par des flèches et présentés dans les 
encadrés avec une échelle adaptée. Barre 
d'échelle : 500 µm.
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Les  contraintes  résiduelles  moyennes  et  maximales  sont  respectivement  3.2  et  3.5  fois  plus
importantes chez les souris apoE-/- que chez les souris contrôles (P < 0.05), alors que les contraintes
physiologiques ne sont pas significativement différentes. Lorsque les contraintes résiduelles sont
négligées, la contrainte moyenne dans la média de souris apoE-/- est surestimée de 39 % (P < 0.05)
et  la  contrainte  maximale  de  79 %  (P = 0.06)  alors  que  chez  les  souris  contrôle  aucun  effet
significatif n'est observé.
Analyse  de  corrélation. Les  contraintes  et  déformation  moyennes  ainsi  que  l'amplitude  de
déformation au cours du cycle cardiaque observées au sein des différentes régions de la plaque ont
été comparées à l'infiltration des macrophages au sein de ces zones. Aucune corrélation entre ces
paramètres mécaniques et l'infiltration des macrophages, qu'elle soit considérée en terme de densité
ou en distribution relative au sein des plaques, n'a été observée (Tableau 6).
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Figure 16.  Quantification des contraintes 
maximales (A) et moyennes (B) et de la 
déformation moyenne (C) calculées à l'état 
résiduel ou en conditions physiologiques –  en 
prenant en compte (rés. +) ou en négligeant 
(rés. -) les contraintes résiduelles – à l'avant, au 
centre, dans les épaulements et à l'arrière des 
lésions atherosclérotiques présentes dans la 
crosse aortique de souris apoE-/- ainsi que dans 
la média à distance des plaques. P < 0.05 * vs. 
média à distance des plaques, ‡ vs. conditions 
physiologiques (rés. +).
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Contrainte
moyenne
Déformation
moyennne
Amplitude
déformation
Région
  Avant -0.348 (.360) -0.213 (.578) 0.287 (.456)
  Centre -0.030 (.945) -0.308 (.417) -0.276 (.472)
  Épaulements -0.497 (.171) -0.216 (.574) -0.477 (.194)
  Arrière 0.146 (.707) -0.244 (.534) 0.419 (.261)
Ensemble -0.270 (.111) -0.219 (.196) -0.170 (.321)
Total infiltée 0.330 (.386) 0.280 (.465) 0.527 (.145)
  3.4.2 Étude de l'influence des propriétés mécaniques
L'analyse en éléments finis a également été effectuée à partir des anneaux d'aorte de souris apoE-/-
en  conformation ouverte en utilisant des propriétés mécaniques alternatives correspondant à une
rhéologie humaine (Figure 17).  La distribution des contraintes et déformations au sein de l'anneau
artériel et des lésions est fortement affectée. La contrainte maximale mesurée à l'état physiologique
(rés. +) à l'interface entre la néo-intima et la lumière de l'aorte a été déterminée à 8.4 ± 2.6 kPa en
rhéologie murine et 182.3 ± 55.9 kPa en rhéologie humaine (P < 0.001).
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Tableau 5. Coefficients de corrélation 
de Pearson (R) entre l'infiltration de 
macrophages dans les lésions au 
niveau de sections de crosse 
aortique de souris apoE-/- et la 
contrainte physiologique moyenne, la 
déformation physiologique moyenne 
et l'amplitude de variation de la 
déformation entre la pression 
systolique et diastolique.  Les valeurs 
de P sont indiquées entre 
parenthèses. Pour l'analyse, 
l'infiltration des macrophages est 
exprimée en % de la surface (dans 
les différentes régions de la plaque et 
pour l'ensemble de la lésion) ou en % 
de la surface totale infiltrée.
Figure 17.  Cartographies de contrainte à l'état physiologique (rés. +) obtenues à partir de la conformation 
ouverte d'un anneau d'aorte de souris apoE-/- considéré comme non déformé ni contraint en utilisant lors 
de l'analyse en éléments finis une rhéologie murine (A) ou humaine (B). Les résultats sont exprimés en 
kPa ; les maxima sont identifiés par des flèches. Les encadrés montrent les contraintes maximales au 
sein des lésions avec des échelles adaptées. Barre d'échelle : 500 µm.
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4 Discussion
 4.1 Principaux résultats de l'étude biomécanique
Cette étude a permis d'identifier les propriétés mécaniques locales au sein du tissu artériel de la
crosse  aortique pathologique de souris apoE-/- âgées de 25 et 30 semaines. La rigidité des tissus de
lésions murines est globalement faible par rapport au reste du tissu artériel et aux tissus des plaques
d'athérome humaines décrite par ailleurs (R. T. Lee et al. 1991).
L'évaluation des contraintes mécaniques pariétales a été effectuée par modélisation en éléments
finis dans des anneaux aortiques de souris apoE-/- de 20, 25 et 30 semaines porteurs de plaques
d'athérome.  Cette  analyse  présente une  approche permettant  d'analyser  le  niveau de  contraintes
résiduelles et de déduire le niveau de contrainte observé à l'état physiologique. Il a été montré que
les tissus constituant la plaque d'athérome murine ne sont que faiblement sollicités mécaniquement,
contrairement au reste de l'anneau artériel. Cette situation diffère de ce qui est observé dans les
plaques  vulnérables  d'artères  coronaires  humaines,  qui  présentent  une contrainte  élevée dans  la
capsule  fibreuse  (Richardson,  Davies,  et  Born  1989).  En  conservant  une  géométrie  lésionnelle
murine  et  en  utilisant  une  rhéologie  humaine,  il  a  été  montré  que  ce  comportement  est
principalement imputable à la faible rigidité des matériaux constituant les lésions athéromateuses
aortiques de souris apoE-/-.
Le faible niveau de contrainte constaté au niveau des lésions aortiques de souris apoE-/-, lié à la
faible rigidité des matériaux constitutifs de ces lésions, donne un élément d'explication de l'absence
de rupture de plaque dans ce modèle. Par ailleurs, ces résultats confirment au sein du modèle apoE -/-
l'importance  des  contraintes  résiduelles  dans  l'évaluation  des  contraintes  pariétales  et  n'ont  pas
montré de relation entre les paramètres mécaniques et l'inflammation évaluée par infiltration de
macrophages.
 4.2 Caractérisation du tissu aortique étudié
  4.2.1 Morphologie des portions artérielles pathologiques
Les plaques d'athérome ont été observées dans la crosse aortique de souris apoE -/- sous régime
hypercholestérolémique à partir de 18 semaines. Ces lésions apparaissent en coupes histologiques
comme propulsives, sans épaississement de l'intima dans la paroi artérielle en dehors des lésions au
même niveau de coupe comme précédemment décrit par Coleman et al. (Coleman et al. 2006).
Cette morphologie diffère des portions de coronaires humaines porteuses de plaques d'athérome
vulnérables, qui présentent une hyperplasie de l'intima sur tout le pourtour du vaisseau avec une
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zone d’épaississement plus important au sein de laquelle on retrouve un cœur lipidique confluent.
La partie fibreuse entre ce cœur lipidique et la lumière vasculaire constitue la capsule fibreuse, site
de rupture des plaques (M. J. Davies et Thomas 1985). La présence de ces lésions est responsable
d'un remodelage excentrique de la paroi vasculaire à l'arrière de la plaque (Glagov et al. 1987).
  4.2.2 Identification des zones de plaque
Les lésions athéromateuses étudiées en AFM ont été subdivisées en trois zones : fibrose intense
(HyFb), fibrose cellulaire (CeFb) et zone riche en lipides (LpRi).
Coupes à froid. Dans la partie dédiée à l'étude AFM, les coupes tissulaire étudiées sont obtenues
par coupe de tissu congelé et non fixé. La coloration trichrome HES, marquant les noyaux et le
cytoplasme  des  cellules  ainsi  que  les  fibres  de  collagène,  a  été  principalement  utilisée  pour
identifier les zones HyFb, via la coloration jaune-orangée typique du safran (Prophet et al. 1992).
La coloration trichrome HES a également permis de visualiser des zones présentant des cellules au
large cytoplasme ainsi que des zones hypo- voire acellulaires ; la coloration des lipides a montré
une bonne colocalisation avec ces zones, permettant de les classer dans la zone LpRi. Enfin, le
marquage de l'isoforme de l'α-actine spécifique des cellules musculaires lisses par l'utilisation d'un
anticorps spécifique permet de visualiser la colonisation de la néo-intima par ces cellules issues de
la média. Ces cellules jouent un rôle majeur dans la synthèse de la matrice extra-cellulaire (Doran,
Meller,  et  McNamara  2008) et  contribuent  ainsi  à  la  fibrose  du  tissu  néo-intimal.  Les  zones
comportant ces cellules ont été identifiées au sein de la zone CeFb.
Coupe en paraffine. La partie de l'étude consacrée à la modélisation des contraintes utilise des
zones tout à fait analogues à celles de l'étude AFM, identifiées de façon sensiblement différente. En
effet, dans cette partie de l'étude, les coupes adjacentes à l'anneau utilisées pour la modélisation ont
été traitées de façon à faire une étude histologique en paraffine. La contrainte de ce procédé est la
nécessité de déshydrater les coupes ce qui ne permet pas de préserver les lipides au sein de la
section  (DiDonato et Brasaemle 2003). Ainsi, aucune coloration de lipides n'a pu être effectuée.
Cependant, une bonne colocalisation a été observée entre les zones riches en lipides et les zones
hypocellulaires ou acellulaires non fibrotiques, comme cela a été constaté par étude de coupes à
froid dans le cadre de notre étude et par d'autres groupes (J. L. Johnson et al. 2005). Ceci permet
donc d'identifier les zones LpRi, indépendamment de la coloration spécifique. Pour identifier les
zones HyFb et CeFb, tout comme dans la première partie de l'étude, la coloration trichrome HES et
le marquage immunohistochimique de cellules musculaires lisses ont été respectivement utilisés.
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De facto, les zones CeFb ont systématiquement été a minima identifiées sur l'ensemble du pourtour
des lésions à l'interface avec la lumière vasculaire, et après identification des HyFb intense, le reste
du tissu vasculaire a été identifié comme LpRi. Sur l'analyse des coupes à froid, la présence de
fréquentes inclusions lipidiques dans les plaques d'athérome justifie cette identification par défaut
en zone LpRi. Similairement, Hayenga et al. (Hayenga et al. 2011) présentent des plaques aortique
de souris apoE-/- essentiellement identifiées comme lipidiques.
  4.2.3 Composition des plaques
Capsule fibreuse. Les zones de fibrose cellulaire sont principalement retrouvées sous la couche
endothéliale,  participant  à  la  formation de ce qui  s'apparente  à  une capsule  fibreuse,  mais  aux
dimensions  bien plus modestes  en comparaison de la  capsule fibreuse observée dans  la  plaque
humaine. En effet, dans le cas de lésions humaines, une capsule fibreuse d'épaisseur inférieure à
65 µm  est  considérée  comme  un  critère  majeur  de  vulnérabilité  (Naghavi  et  al. 2003b).  En
proportion (malgré une morphologie différente), l'ensemble des lésions aortiques de souris  apoE-/-
observées dans cette étude peut être considérée comme vulnérables à l'égard de ce critère.
Des zones CeFb sont également retrouvées à l'intérieur des lésions, identifiées alors comme capsule
fibreuses enfouies (buried fibrous cap), dont la signification et la portée en terme de stabilité de
plaque sont discutées plus loin (exemple en Figure 7 et Figure 18). Ces zones ne présentent pas
systématiquement  de  coloration  au  safran,  probablement  en  raison  d'une  densité  variable  en
collagène  fibrillaire.  Ceci  est  illustré  avec  les  différents  exemples  présentés :  en  Figure 2  on
retrouve  un  couche  de  CeFb  dans  ce  qui  s'apparente  à  une  capsule  fibreuse,  avec  une  faible
coloration au safran (et également un faible marquage des SMCs), en Figure 3 cette zone présente
une  forte  coloration  au  safran  tandis  que  la  Figure 7  présente  une  situation  intermédiaire.  À
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Figure 18. Dépôt xanthomateux constitué de larges cellules spumeuses identifiées par le marquage des 
macrophages (A) en superficie d'une structure identifiée comme capsule fibreuse enfouie, identifiée par le 
marquage des SMCs (B) et la coloration du collagène au safran (orange) sur la coloration trichrome HES 
(C), présent dans une lésion de crosse aortique de souris apoE-/-. Barre d'échelle : 100 µm.
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l'inverse,  des  zones  présentant  un marquage intense au  safran  et  de  structure apparentée  à  une
capsule fibreuse enfouie peuvent ne pas présenter de marquage des SMCs (exemple en Figure 2,
contre-exemple en Figure 18).
Plages lipidiques. Les lésions observées dans cette étude n'ont pas systématiquement présenté de
cœur lipidique unique et confluent tel que défini au niveau des plaques humaine athéromateuses ou
fibroathéromateuses  (Stary  et  al. 1995).  Les  zones  LpRi  correspondent  à  des  zones  riches  en
macrophages  chargés  de  lipides  ou  à  des  dépôts  de  lipides  extra-cellulaires  peu  confluents  ou
organisés  en  amas,  multiples  généralement.  Ces  zones  de  dépôt  extracellulaire  ont  par  endroit
montré la présence de cristaux de cholestérol.
Macrophages. L'infiltration de macrophages a été observée pour l'ensemble des lésions étudiées,
en  quantité  et  distribution  variable  en  fonction  des  lésions  considérées.  Globalement  peu  de
macrophages ont été observés à l'arrière des plaques et davantage dans les épaulements, tels que
définis ici, pour des lésions murines protrusives  (Coleman  et al. 2006). Ces macrophages ont été
observés dans le tissu intimal en densité variable et, pour une partie des lésions, au niveau de dépôts
superficiels  de  macrophages  à  caractère  xanthomateux  difficiles  à  appréhender  sur  un  plan
biomécanique (cf. plus loin ; exemple en Figure 18).
Néo-vascularisation. Dans le cadre de cette étude, aucune vascularisation n'a été observée au sein
des lésions présentes sur la crosse aortique de souris apoE-/-. Une étude par Moulton et al. (Moulton
et al. 1999) a montré que chez la souris apoE-/- présentant des lésions du tronc aortique d'épaisseur
intimale comprise entre 100 et 250 µm l'incidence de présence de néovaisseaux est de 2.9 %. Une
épaisseur de la néo-intima moyenne de  ∼ 160 µm a été observée chez les animaux porteurs de
plaques dans la présente étude. Du fait du faible effectif présentant des lésions avancées, il n'est pas
étonnant de ne pas avoir observé de néovaisseau dans les lésions.
Calcification. Le marquage de l'hydroxyapatite par la coloration histologique von Kossa permet de
mettre en évidence les calcifications (Meloan et Puchtler 1985). L'incidence des calcifications étant
faible parmi les animaux apoE-/- (Zeadin et al. 2009), leur absence dans le cadre de cette étude ne
présentant qu'un modeste effectif aux âges les plus avancés n'est pas étonnant.
  4.2.4 Évolution des lésions
Aucune évolution dans la taille et dans la composition relative des différentes zones de plaques n'a
été constatée entre les souris  apoE-/- âgées de 20, 25 et 30 semaines. Similairement, la densité en
macrophages n'a pas présenté d'évolution entre les animaux de 20 et 30 semaines. Cette absence
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d'évolution apparente entre les animaux des différents âge inclus dans l'étude peut être expliquée
par une relativement faible population pour chaque point et également par une variabilité dans la
sévérité des lésions retrouvées au sein d'animaux de même âge (Nakashima et al. 1994). Ces lésions
étant peu discriminées histologiquement, l'analyse biomécanique a été menée sur l'ensemble des
plaque sans distinction de l'âge de l'animal à partir duquel l'anneau aortique a été prélevé.
  4.2.5 Caractérisation de la paroi artérielle
Épaississement. La présence de lésions chez les animaux de 20 semaines est concomitante à des
changements dans la paroi du vaisseau au site de formation des lésions. En effet, un épaississement
significatif de la paroi artérielle est observé. À l'arrière de la plaque (qui constitue un épaississement
de l'intima), on observe un épaississement de la média et de l'adventice.
Lutgens et al. (Lutgens et al. 2001) ont rapporté un épaississement de la média d'aortes de souris
apoE-/- présentant des lésions peu avancées, comparables à ceux de la présente étude.
Cependant Lutgens et al. montrent que pour des lésions plus avancées (les animaux de l'étude étant
âgées de 52 semaines au maximum), une diminution de l'épaisseur de la média concomitante à la
dégradation  des  lames  élastiques  et  à  un  remodelage  excentrique  peut  être  observée ;  ces
phénomènes sont plus marqués en périphérie que sur l'aorte thoracique (la crosse aortique n'étant
pas évaluée).
Lames élastiques. Comme décrit précédemment (Wolinsky et Glagov 1964), les lames élastiques
présentent un caractère tortueux sur coupe tissulaire, en l'absence de pression sanguine. Cette étude
démontre une diminution de cette tortuosité des lames élastiques à l'arrière des lésions. Ceci est
interprété comme une rigidification du tissu vasculaire, ne présentant pas de rétraction responsable
du plissement des lames élastiques. La rigidification du tissu avec la pathologie athérosclérotique
est  un  phénomène  parfaitement  décrit  chez  l'homme :  il  s'agit  de  l’artériosclérose  qui  est
systématiquement  associée  à  l'athérosclérose  avancée  (Stary  et  al. 1995).  La  diminution  de  la
tortuosité avec l'âge des souris de l'étude rend compte de la progression de l'artériosclérose.
  4.2.6 Angle d'ouverture
La coupure de la  paroi  artérielle  effectuée sur  la  grande courbure de la  crosse aortique (i.e.  à
l'opposé  des  lésions  présentes  de  façon  reproductible  sur  la  petite  courbure)  donne  lieu  à  une
ouverture  de  l'anneau  artériel  considéré.  Cette  ouverture  correspond  à  une  dissipation  des
contraintes  résiduelles  présentes  dans  cette  paroi,  qui  est  alors  considérée  comme  libérée  des
contraintes  pariétales  (Matsumoto,  Hayashi,  et  Ide  1995).  L'ouverture  de  l'anneau  aortique  est
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quantifié par la mesure de l'angle d'ouverture tel que défini par Chuong et Fung (Chuong et Fung
1986).  L'évolution  de  l'ouverture  de  l'anneau  artériel  reflète  donc  un  changement  de  l'état  de
contrainte  résiduel.  On  observe  une  augmentation  de  cet  angle  d'ouverture  concomitante  à
l'apparition des lésions sur l'anneau aortique à 20 semaines et pas d'évolution significative à partir
du moment où des lésions sont  présentes ;  cette évolution n'est  pas observée chez les animaux
contrôles d'âge correspondant mais ne développant pas de lésions. Ceci signifie que le processus
pathologique est responsable d'une modification des contraintes pariétales résiduelles.
L'épaisseur de la média et de l'adventice ainsi que la tortuosité des lames élastiques à l'arrière des
lésions ont montré de bonnes corrélations avec l'angle d'ouverture de l'anneau artériel (R2 = 0.49,
R2 = 0.55 et R2 = 0.49, respectivement ; P < 0.001 dans les trois cas). Par contre, il  n'y a pas de
corrélation entre l'épaississement de l'intima et l'angle d'ouverture (P = NS). Ceci suggère une faible
participation  de  la  néo-intima,  et  à  l'inverse  une  contribution  importante  du  reste  de  la  paroi
artérielle, aux niveaux de contraintes résiduelles observés dans les anneaux présentant des lésions.
Ces observations préliminaires concordent avec les données obtenues par modélisation en éléments
finis et quantifications des champs de contraintes et déformations.
 4.3 Étude des propriétés mécaniques des anneaux d'aorte
L'étude  des  propriétés  rhéologiques  des  matériaux  constitutifs  d'aortes  pathologiques  de  souris
apoE-/- âgées de 18 à 30 semaines a été réalisée par micro-indentation  via un dispositif AFM sur
coupes de tissus dans les zones de plaques identifiées par analyse histologique ainsi que dans les
lames élastiques et l'espace inter-lamellaire de la média.
  4.3.1 Considération sur le protocole expérimental
Avantage de l'étude en coupe à froid. L'étude par AFM a été menée sur des coupes d'anneau
artériel de 16 µm d'épaisseur, réalisées sur tissu congelé. Ces coupes d'anneaux artériels ont été
obtenues par coupe de tissu congelé. Ceci présente plusieurs avantages par rapport à l'analyse sur
tissu frais. 1) Les échantillons sont plus simples à obtenir et à étudier ; les anneaux obtenus par
coupe au vibratome en tissu frais  (dont l'épaisseur  peut  difficilement  être  inférieure à 100 µm)
présentent  une  propension  à  flamber  lors  de  l'indentation,  donnant  ainsi  des  relation  force-
indentation non interprétables suivant le modèle utilisé. 2) L'évaluation histologique est plus fine,
étant donné qu'il est possible d'obtenir des coupes directement adjacentes à la coupe étudiée sur
lesquelles plusieurs marquages ou colorations peuvent être effectués, qu'il est possible d'étudier la
coupe même qui a servi à l'analyse en AFM en fin de protocole et qu'au cours de l'analyse, la faible
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épaisseur de coupe  permet de localiser finement les zones étudiées.
Congélation. Une  expérience  préliminaire  visant  à  valider  l'absence  de  modification  sensibles
induites par la congélation du tissu artériel a été menée. Cette évaluation, effectuée par AFM, a
montré des propriétés mécaniques similaires dans les trois zones de plaque entre deux anneaux
aortiques  successifs  de  100 µm  obtenus  à  partir  de  tissu  frais.  Un  anneau  est  évalué  sans
congélation,  l'autre  après  un  cycle  de  congélation-décongélation.  Il  en  a  été  conclu  que  la
congélation effectuée suivant les procédés mis en place ne perturbe pas les propriétés mécaniques
des matériaux constitutifs des lésions athéromateuses présents sur les anneaux aortiques de souris
apoE-/-.
En effet, une congélation rapide de tissus biologiques, telle qu'obtenue lors de l'immersion dans un
fluide porté à très basse température,  permet d'éviter  la formation de cristaux d'eau,  principaux
responsables  des  dommages  occasionnés  par  la  congélation.  L'utilisation  du  2-méthylbutane,
refroidi à l'azote liquide jusqu'à son point de fusion (~ -160 °C à pression atmosphérique), plutôt
que directement de l'azote liquide a pour avantage de ne pas engendrer de phénomène de dégazage,
qui  peuvent  être  responsables  de  cryofractures  sur  l'échantillon  tissulaire  (Fischer  et  al. 2008).
Contrairement à ce qui a été observé dans cette étude, un effet sensible de la congélation à -20 °C
sur les propriétés mécaniques de tissu vasculaire a été rapporté (Venkatasubramanian et al. 2010),
validant la nécessité d'une congélation rapide.
Comparaison des données obtenues avec l'expérience préliminaire. Les coupes de 16 µm
d'épaisseur et les coupes en tissus frais de 100 µm (évaluées dans le cadre de l'étude préliminaire
mentionnée ci-dessus) ont montré des valeurs de rigidité similaires dans les zones CeFb et LpRi.
Cependant  les  valeurs  obtenues  par  analyse  de  zone  HyFb  sont  sensiblement  différentes.
L'explication la plus probable de cette observation tient à la grande hétérogénéité des tissus au sein
des plaques et plus particulièrement à celle de ceux classés comme appartenant à la zone HyFb
(EHyFb a été mesuré à des valeurs allant de 5.6 à 233.8 kPa, cf. ci-dessous). Ainsi les zones HyFb de
l'anneau artériel utilisé pour l'évaluation de l'effet de la congélation peuvent présenter en moyenne
une rigidité plus faible que celle obtenue dans l'ensemble de l'étude en coupes à froid, en moyenne.
  4.3.2 Considérations sur la technique et le modèle utilisés et leurs limites
Rugosité de surface. Les coupes tissulaires effectuées à froid présentent une certaine irrégularité
de surface, comme le montre par exemple l'analyse de l'épaisseur de coupes tissulaires effectuées
dans  des  conditions  similaires  par  microscopie  acoustique  (observations  des  expérimentateurs,
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(Saijo  et  al. 2007)).  Ces  irrégularités  peuvent  être  de  l'ordre  de  grandeur  de  la  profondeur
d'indentation pour la taille de la pointe sphérique utilisée. Or, dans le modèle considéré, la relation
force-indentation  est  ajustée  à  un  modèle  considérant  une  surface  parfaitement  plane.  Il  a  été
constaté lors de l'expérimentation qu'un certain nombre de tirs ont présenté un mauvais ajustement
au modèle notamment avec une imprécision dans l'évaluation du point de contact. Cette difficulté
liée à l'utilisation de l'AFM a déjà été rapportée dans la littérature (Dimitriadis et al. 2002). Ces tirs
ont  été  écartés  de  l'analyse  finale.  Cependant  il  ne  peut  être  exclu  que  des  tirs  présentant  un
ajustement correct au modèle ont été effectués sur une surface non parfaitement régulière et donc
que les propriétés rhéologiques déduites ait été faussées ; l'ordre de grandeur de l'erreur liée à cette
limitation n'est que difficilement évaluable.
Indentation. La faible  profondeur  d'indentation  (0.5 – 1 µm)  par  rapport  à  l'épaisseur  du  tissu
étudié (coupes de 16 µm) signifie que l'on peut considérer le tissu analysé comme substrat semi-
infini, ce qui est un préalable à l'utilisation du modèle de Hertz (Dimitriadis et al. 2002).
Cependant,  du  fait  également  de  la  faible  profondeur  d'indentation  (0.5 – 1 µm),  les  propriétés
rhéologiques  obtenues  sont  celles  correspondant  à  l'échelle  microscopique.  Ces  propriétés  sont
fortement dépendantes de l'organisation du tissu à cette échelle microscopique, et pourraient ne pas
refléter correctement les propriétés mécaniques observées à l’échelle macroscopique (e.g. tests de
traction)  où  des  déformations  d'un  plus  grand  ordre  de  grandeur  mettent  à  contribution  la
structuration histologique du tissu (e.g. fibres de la matrice extra-cellulaire)  (McKee et al. 2011).
Cette limitation est  inhérente à l'utilisation de la méthodologie AFM sur des structures de cette
échelle. En effet, afin de réaliser une plus grande indentation, l'épaisseur de l'échantillon tissulaire
doit également augmenter (afin de préserver l'hypothèse du substrat semi-infini) ; or, l'augmentation
dans la dimension longitudinale sans augmenter les dimensions de la coupe (limite de la structure
étudié)  induit  une  propension  du  tissu  à  flamber  lors  de  l'indentation,  ce  qui  rend  impossible
l'analyse  de  la  relation  force-indentation.  De  plus,  en  réalisant  une  indentation  importante,
responsable d'une déformation importante, l'hypothèse de petites déformations n'est plus valable
(Dimitriadis et al. 2002). Dans des tissus présentant une plus grande surface de section, et donc une
moindre limitation quant à la profondeur d'indentation, il a été montré que le module de Young
estimé dépend de la profondeur d'indentation (Elkin et al. 2007).
La faible vitesse d’indentation (~ 0.6 µm.s-1 ;  indentation quasi-statique) permet  de considérer la
composante visqueuse de la réponse tissulaire comme négligeable et donc l'évaluation des données
obtenues dans le cadre d'un modèle élastique pur et non visco-élastique (Darling et al. 2007).
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Le grand diamètre des pointes utilisées par rapport aux dimensions des structures du tissu évalué (5
ou 12 µm), permet de moyenner localement la rigidité mesurée du tissu. De plus, puisque l'on se
trouve dans le domaine élastique, l'utilisation de pointes sphériques permet de s'affranchir de fortes
déformations locales (Dimitriadis et al. 2002) ; l'hypothèse de faibles déformations peut donc être
posée, ce qui est un préalable à l'utilisation du modèle de Hertz.
Modèle  de  Hertz. L'évaluation  a  été  effectuée  par  ajustement  des  données  expérimentales  au
modèle  de  Hertz.  Comme  mentionné  précédemment,  l'utilisation  de  ce  modèle  implique  de
travailler en petites déformations (élastique/linéaire) dans un substrat quasi-infini (Dimitriadis et al.
2002). Ces conditions sont considérées comme remplies dans le procédé expérimental employé.
Incompressibilité. De même, afin de déduire le module de Young à partir du modèle de Hertz, il
est  nécessaire  de  connaître  le  coefficient  de  Poisson.  L'hypothèse  de  l'incompressibilité  des
matériaux, posée ici, revient à poser un coefficient de Poisson ν = 0.5 et permet donc de déduire
dans  cette  hypothèse  le  module  de  Young.  Dans  ces  conditions,  le  module  de  cisaillement  est
proportionnel au module de Young (E = 3µ). L'hypothèse d'incompressibilité, liée à la forte teneur
en eau des matériaux biologiques, est une assomption raisonnable dans le cas du tissu vasculaire
(Carew, Vaishnav, et Patel 1968).
Isotropie. L'étude est effectuée par indentation suivant la direction longitudinale uniquement, les
coupes tissulaires étant effectuées suivant cet axe. Les propriétés rhéologiques reflètent donc celles
du matériau suivant cet axe.  Il  est  considéré que cette réponse est  représentative de la réponse
suivant tous les axes : on émet l'hypothèse d'isotropie.
  4.3.3 Comparaison aux données de la littérature
Les propriétés mécaniques de la paroi artérielle saine ont largement été étudiées en particulier à
partir  d'échantillons  artériels  issus  de grands animaux ou d’échantillons  humains  obtenus  post-
mortem (Dobrin 1978). A contrario, peu d'études décrivent les propriétés mécaniques des plaques
athéromateuses dont la mesure représente une plus grande difficulté. Bien que la souris soit  un
modèle de prédilection pour l'étude des phénomènes biologiques, peu d'études biomécaniques ont
ainsi été réalisées sur des échantillons de tissu murin.
Considérations  sur  les  techniques d'évaluation  des  propriétés  mécaniques. Les  tests  de
micro-identations sont menés sous l'hypothèse de faibles déformations auquel cas les matériaux
sont considérés comme parfaitement élastiques. Ces tests donnent accès au module de Young (E)
qui reflète la rigidité du matériau analysé (Donna M. Ebenstein et Pruitt 2006; McKee et al. 2011).
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Les tests de tensions, compression, inflation (relation pression-diamètre, ou pression-volume) sont
effectués à l'échelle macroscopique pour laquelle le comportement non linéaire des tissus doit être
considéré. Ainsi, la rigidité peut être exprimée par un module d'élasticité incrémental (E inc, variable
avec  la  déformation)  auquel  cas  une  gamme  de  valeur  de  E inc est  donnée  pour  la  gamme  de
déformations physiologiques  (Hudetz 1979). L'évaluation de la rigidité d'un segment artériel peut
être présentée par sa compliance (variation de volume pour une variation de pression donnée) ou
son inverse : le module d'élasticité de pression (ou module de Peterson) (Peterson, Jensen, et Parnell
1960), ou encore des grandeurs assimilées : module d'élasticité pression-déformation (Ep, pressure-
strain elastic modulus) et module d'élasticité circonférentiel (EΘ,  circonferential elastic modulus)
(R. T. Lee et Kamm 1994) . Dans l'ensemble des cas, l'évaluation est effectuée sous l'hypothèse de
faible déformation axiale, vérifiée en condition physiologique (Patel et Fry 1966; Cardamone et al.
2009).  Le  tissu  artériel  présentant  une  rigidification  avec  l'étirement,  les  éléments  évalués
mécaniquement doivent  être étirés pour correspondre à  leur  déformation physiologique  (Dobrin
1978). À noter que la déformation axiale physiologique des artères de souris est plus importante que
celle des artères de porc qui elle-même est plus importante que celle des artères humaines  (van
Andel, Pistecky, et Borst 2003; Collins et al. 2011).
Les résultats obtenus sont comparés à d'autres résultats obtenus par tests de micro-indentation ainsi
qu'aux  données  de  tests  à  l'échelle  macroscopique,  qui  sont  les  techniques  de  référence  pour
déterminer les propriétés mécaniques des matériaux. À noter que d'autres techniques à différents
degré de maturité, telles que la microscopie acoustique (Saijo et al. 2007), l'analyse par aspiration
avec micropipette (Matsumoto et al. 2002), l'élastographie (Korte et al. 2000) ou la modulographie
(Le Floc’h  et  al. 2009),  permettent  également  l'évaluation  des  propriétés  mécaniques  de  tissus
biologiques. Des tests fonctionnels, comme la technique de référence de mesure de la vélocité de
pouls  (PVW,  pulse-wave  velocity)  permettent  également  d'appréhender  la  rigidité  artérielle,  la
vélocité  du  pouls  étant  liée  au  Einc de  la  paroi  artérielle  par  l'équation  de  Moens–Korteweg
(Cavalcante et al. 2011).
Dans l'ensemble des cas présentés pour comparaison, on s'intéresse au comportement des matériaux
en conditions quasi-statiques afin de s'affranchir de la composante visqueuse. En effet, l'évaluation
des propriétés mécaniques et la modélisation qui suit sont réalisées en négligeant la composante
visqueuse.  Il  est  toutefois  intéressant  de  noter  que  cette  approximation  peut  être  significative ;
l'étude de Lee et al. (R. T. Lee et al. 1991) par exemple, a montré une rigidification de 7 % de la
capsule  fibreuse  avec  l'augmentation  de  la  fréquence  de  compression  dans  une  gamme
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correspondant à la fréquence physiologique du pouls (1 à 2 Hz), ce qui a été discuté comme pouvant
être  un  élément  d'explication  de  l'augmentation  de  la  prévalence  de  rupture  de  plaque  avec
l'élévation du rythme cardiaque (Muller, Tofler, et Stone 1989).
Paroi artérielle saine.  Le module de Young a été évalué par micro-indentation longitudinale via
un dispositif AFM dans les lames élastiques et de l'espace inter-lamellaire de la média d'aorte de
souris  apoE-/- de  25 – 30  semaines.  Les  valeurs  obtenues  (58.3 ± 6.3  et  4.2 ± 0.7 kPa,
respectivement) sont comparables aux valeurs retrouvées dans la littérature.
En effet,  dans le même modèle animal,  Hayenga  et al. (Hayenga  et al. 2011) ont rapporté des
valeurs médianes, obtenus suivant une méthodologie similaire de 76.7 et 9.8   kPa, pour les deux
mêmes tissus respectivement. Toujours par indentation longitudinale, Matsumoto et al. (Matsumoto
et al. 2004) ont rapporté des valeurs de rigidité de ~ 180 kPa et ~ 52 kPa pour les lames élastiques
et l'espace inter-lamellaire de média d'aorte de porc respectivement, tandis que dans des conditions
expérimentales similaire mais pour des artères musculaires de plus faible diamètre, Oie et al. (Oie
et al. 2009) ont rapporté des valeurs de rigidité de lames élastiques, de la limitante élastique interne
et des l'espace inter-lamellaire  de 50.8 ± 13.8,  69.0 ± 12.8 kPa et  17.0 ± 9.0 kPa respectivement.
L'indentation  longitudinale  d'artères  fémorales  humaines  a  permis  l'évaluation  de  la  rigidité  à
34.3 kPa (Lundkvist et al. 1996).
Chez la souris, l'étude de la relation pression-diamètre a permis de déduire des valeurs de rigidité
circonférentielle dans la crosse aortique de 75 – 100 kPa (Guo et Kassab 2003). Une méthodologie
similaire a montré une valeur de Einc de  ~200 kPa pour une pression de 100 mmHg dans l'aorte
ascendante de souris C57Bl/6J (Carta et al. 2009).
Comme présenté dans la revue de Dobrin (Dobrin 1978), le module d'élasticité de pression (Ep) a
été  évalué,  par  différentes  méthodes  à  échelle  macroscopique,  à  34 – 147 kPa  dans  l'aorte
ascendante chez le chien, et augmente vers la distalité jusqu'à des valeurs de 154 – 353 kPa dans de
l'aorte abdominale, et de 169 – 962 kPa dans les grandes artères musculaires. Des valeurs similaires
ont  été  observées  chez  le  chat  et  l'homme.  L’élastine  obtenue  à  partir  de  ligaments  et  d'aorte
présente  un  module  d’élasticité  incrémental  Einc variant  entre  150  et  410 kPa  entre  un  état
entièrement relâché et la rupture.
Tissu fibreux lésionnel. Dans le cadre de cette étude, le module de Young est évalué par AFM
sous l’assomption d'isotropie et de linéarité (discuté ci-dessus) à 59.4 ± 47.4 kPa et 10.4 ± 5.7 kPa
pour les zones de néo-intima classées comme fibrose intense (HyFb) et fibrose cellulaire (CeFb).
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Une grande hétérogénéité dans les valeurs obtenues a été constatée, reflétant le caractère hétérogène
du tissu lésionnel au sein des zones définies.
Hayenga et al. (Hayenga et al. 2011) ont mené une étude similaire à la nôtre, visant à évaluer la
rigidité d'anneaux d'aorte de souris apoE-/-, mais en réalisant des indentations longitudinales en tissu
frais. L'ajustement des courbes force-indentation au modèle de Hertz a montré de faibles rigidités au
sein du tissu lésionnel : hormis quelques points présentant des rigidités plus importantes (jusqu'à
37 kPa), l’ensemble des tirs a montré des rigidité < 10 kPa. Similairement, l'étude par Barrett et al.
(Barrett  et  al. 2009) présente  une  évaluation  des  propriétés  mécaniques  par  indentation  quasi-
statique  (jusqu'à  0.5 mm)  de  lésions  carotidiennes  humaines  donnant  accès  au  module  de
cisaillement,  lui-même  lié  sous  les  hypothèses  d'incompressibilité  de  d'isotropie  au  module  de
Young. Cette étude présente des valeurs de rigidité moyenne de 33 kPa (21 – 300 kPa). Toujours par
AFM, une évaluation de la rigidité de l'espace sous-endothélial à partir d'une indentation  en face
(direction radiale) d'artère carotide bovine desendothélialisée a montré de faible valeurs de rigidité :
E = 2.7 ± 1.1 kPa (proche de celle obtenue par évaluation de la rigidité de l'endothélium) (Peloquin
et al. 2011). Par micro-indentation via AFM, Chai et al. (Chai et al. 2013) ont rapporté une valeur
de  rigidité  médiane  de  30 kPa  (6 - 891 kPa)  dans  la  capsule  fibreuse  de  plaques  carotidiennes
humaines.
Lee  et al. (R. T. Lee  et al. 1991) ont proposé une étude des matériaux constitutifs de la capsule
fibreuse de plaques humaines présentes sur l'aorte abdominale. Cette étude a été réalisée par des
tests  dynamiques  de  compressions  radiales,  à  des  fréquences  proches  de  celle  du  pouls,  et  en
utilisant  un  spectromètre  mécanique  asservi.  Des  rigidités  de  510 ± 220 kPa,  900 ± 220 kPa  et
2340 ± 1090 kPa  ont  été  observées  pour  des  capsules  fibreuses  classées  comme  cellulaires,
hypocellulaires et calcifiées respectivement. Une étude menée par la même équipe et présentant une
évaluation en condition de charge quasi-statiques (R. T. Lee et al. 1992) a montré une rigidité plus
faible que celle précédemment rapportée lors de l'évaluation dynamique de capsules fibreuses de
lésions d'aorte abdominale humaine : les tissus non fibreux, fibreux et calcifiés ont présenté des
rigidités de 42 ± 18, 82 ± 33 et 355 ± 246 kPa respectivement. Loree et al. (Loree, Grodzinsky,  et
al. 1994) ont  rapporté  des  valeurs  de  rigidité  de  927 ± 468 kPa,  2312 ± 2180 kPa,  et
1466 ± 1284 kPa pour des plaques classées comme cellulaires, hypocellulaires et calcifiées après
évaluation par tests de traction statique.  Hoplapfel et al. (Holzapfel, Sommer, et Regitnig 2004) ont
présenté une évaluation de la limite à la rupture par test de traction, suivant les axes longitudinaux
et  circonférentiels,  effectuée  sur  des  échantillons  de  capsule  fibreuse  issus  de  lésions  d'artères
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iliaques humaines.  Cette  limite de rupture en traction de la  capsule fibreuse,  selon la  direction
circonférentielle, a été déterminée à 255 ± 80 kPa. Cette limite de rupture est du même ordre de
grandeur que la limite en rupture observée dans la média saine (à l'opposé de la lésion), qui s'élève à
202 ± 70 kPa. A partir de ces tests, sous l’hypothèse d'incompressibilité, Barrett et al. (Barrett et al.
2009) ont  déduit  des  rigidités  de 840 kPa et  1200 kPa selon  les  directions  circonférentielles  et
axiales,  respectivement.  L'étude  de  deux  échantillons  d'endartériectomie  par  tests  de  traction  a
donné des valeurs de rigidité moyenne par plaque de 336 et 574 kPa (Heiland et al. 2013). 
Lipides. L'évaluation par AFM des zones riches en lipides (LpRi) a montré, comme attendu, une
faible rigidité : 5.5 ± 3.5 kPa, avec là aussi un certaine hétérogénéité, ces zones ne représentant pas
uniquement des zones purement lipidiques, rarement observées dans les lésions murines étudiées.
L'étude par AFM de lésions de souris apoE-/- de Hayenga et al. (Hayenga et al. 2011) a montré que
86 % des tirs dans les plaques ont révélé une rigidité < 5 kPa, correspondant à des zones lipidiques
de rigidité médiane 1.5 kPa.
L'étude par Loree  et al. (Loree, Tobias,  et al. 1994) présente une évaluation de la rigidité de la
composante  lipidique  des  lésions  par  analyse  dynamique  de  préparations  de  triacylglycérol
enrichies  en  cholestérol  libre  par  un  rhéomètre  à  torsion.  Ce  test  donne  accès  au  module  de
cisaillement qui, sous l'hypothèse d'incompressibilité et d'isotropie, est égale à 3 fois le module de
Young. Pour une évaluation à 1 Hz, le module de Young a été estimé comme compris entre 0.1 à
0.9 kPa pour un contenu en cholestérol variant de 0 % à 50 %. La rigidification observée a été
attribué à  la présence de cristaux de cholestérol.  Cette  rigidité ainsi  mesurée est  plus faible en
moyenne que dans notre étude où les zones LpRi présentent un contenu plus hétérogène que des
mélanges de lipides purs.
Comparaison qualitative entre espèces. Wolinsky et  Glagov  (Wolinsky et  Glagov 1967) ont
observé qu'au sein de 10 espèces différentes de mammifères (y compris l'homme et la souris) le
nombre de lames élastiques de la média de l'aorte abdominale est proportionnel au diamètre du
vaisseau  et  à  la  tension  circonférentielle  moyenne.  La  tension  pariétale  circonférentielle  est
comprise entre 7 – 200 N/m pour les différentes espèces, mais normalisée à la lame élastique, cette
valeur est approximativement constante pour l’ensemble des animaux (2 – 3 N/m). Similairement,
la  tension  circonférentielle  normalisée  par  l'épaisseur  du  vaisseau  donne  une  contrainte
circonférentielle  approximativement  constante  entre  espèce.  Les  tests  mécaniques  à  l'échelle
macroscopique présentent des valeurs de rigidité d'aorte saine variant avec le lit vasculaire, l'âge,
mais ne variant que peu entre espèces (Dobrin 1978; Wagenseil et Mecham 2009). L'évaluation du
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tissu artériel sain par indentation présente également des valeurs du même ordre de grandeur quelle
que  soit  l'espèce  considérée  (Hayenga  et  al. 2011;  Oie  et  al. 2009;  Lundkvist  et  al. 1996;
Matsumoto et al. 2004). Ces valeurs sont difficilement comparables aux valeurs obtenues grâce aux
tests à l'échelle macroscopique en l'absence de modèle de comportement non linéaire.
Le  tissu fibreux lésionnel  de  souris  présente  une  rigidité plus  faible  dans  des  zones  similaires
(suivant  l'évaluation  histologique)  issues  d'échantillons  humains  (R.  T.  Lee  et  al. 1991;  Loree,
Grodzinsky,  et  al. 1994;  Holzapfel,  Sommer,  et  Regitnig  2004;  Barrett  et  al. 2009).  Cette
observation a été confirmée par une étude postérieure à la nôtre et réalisée dans des conditions
similaires (Hayenga et al. 2011).
Comparaison  qualitative  entre  techniques. Une  grande  hétérogénéité  est  observée  dans  les
valeurs de rigidité de tissus fibreux issus de l'intima. Sur du tissu humain, Barrett et al. (Barrett et
al. 2009) ont rapporté des valeurs de rigidité moyenne de 33 kPa par test d'indentation, tandis que
Lee et al. (R. T. Lee et al. 1991) ont rapporté des valeurs de rigidité de 510 – 900 kPa en moyenne
par tests de compression radiale.
Une revue récente comparant les méthodes d'indentation aux tests de tension a montré une sous-
estimation de la rigidité obtenue par indentation (McKee et al. 2011). Cette erreur est attribuée au
fait  que  la  mesure  ne  porte  que  sur  les  propriétés  locales  et  ne  met  pas  en  jeu  l'organisation
macroscopique du tissu, notamment les fibres fortement impliquées dans la résistance mécanique
suivant une orientation particulière (e.g. cas des tendons). Un autre élément pouvant expliquer cette
différence  tient  à  la  présence  de  liquide  (incompressible),  qui  ne  participe  que  faiblement  aux
propriétés mécaniques lors de faibles déformation locales ; à cet égard, les propriétés mécaniques
mesurées  aux  déformations  macroscopiques  rendent  plus  justement  compte  des  propriétés
réellement rencontrées in vivo.
La  sensibilité  des  tests  de  nano-indentation  à  la  profondeur  d'indentation  est  reconnue  comme
source potentielle d'erreur ; cette observation a été nommée ISE, indentation size effect (Rodrıguez
et Gutierrez 2003). Cependant, à contrario de ce qui est rapporté par McKee et al., cet effet (observé
dans un cadre plus général que celui des tissus biologiques) tend à surestimer la rigidité mesurée par
micro-indentation. Dans les tissus biologiques, il a été montré que l'augmentation de la profondeur
d'indentation pouvait être responsable d’une augmentation de la rigidité mesurée ; l'analyse d'une
même zone de cerveau de rat a présenté une rigidité de ~ 100 kPa pour une indentation de 0.5 µm,
alors qu'à 3 µm d'indentation, cette rigidité a été évaluée à ~ 300 kPa.  (Elkin et al. 2007).  Bien que
cet  effet  n'ait  pas  été  aussi  marqué pour d'autres  zones,  la  rigidité  évaluée a systématiquement
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augmenté avec une profondeur d'indentation > 1 µm. L'explication la plus probable à ce phénomène
est toutefois le comportement non-linéaire du cantilever avec l'augmentation de la charge, qui est un
biais expérimental reconnu (Thormann, Pettersson, et Claesson 2009).
Ebenstein et al. (D. M. Ebenstein et Pruitt 2004) ont montré que les dimensions de la pointe avec
laquelle l'indentation est effectuée peut également être un biais méthodologique : l'indentation de
gel d'agarose avec une pointe sphérique de 10 µm de diamètre a montré des valeurs de rigidité
apparente inférieures à celles obtenues avec des pointes de 50, 100 et 800 µm de diamètre.
Cependant,  un  nombre  important  d'études  présente  des  validations  concluantes  des  méthodes
d'évaluation  de rigidité  par  tests  d'indentation.  Par  exemple,  Miller  et  Morgan  (G.  J.  Miller  et
Morgan 2010) ont publié une étude comparant l'évaluation des propriétés mécaniques effectuées par
tests de compression macroscopique et tests de micro-indentation sur du cartilage articulaire. Les
deux techniques ont permis d'évaluer un module de Young à des valeurs proches, présentant une
corrélation positive entre elles (r2 = 0.49).
Conclusion sur  la  comparaison des  valeurs  de  rigidité  obtenues dans la  littérature.  La
littérature concernant les propriétés mécaniques des tissus vasculaires est très abondante mais aussi
très hétérogène avec des différences de plusieurs ordres de grandeurs d'écart en fonction des tissus
analysés et des méthodologies employées. Comme discuté ci-dessus, la méthodologie AFM adaptée
à l'évaluation de la rigidité d'échantillons tissulaires présente un certain nombre de limitations parmi
lesquelles la faible profondeur d'indentation par rapport aux dimensions du tissu. Il se pourrait en
effet que cette limitation tende à sous-estimer la rigidité des matériaux évalués. Nos résultats ainsi
que les différentes études citées dans cette partie de discussion sont présentés dans le Tableau 7.
Étude Origine, Espèce Tests
E ou assimilé
(kPa)
Paroi artérielle saine
    Lames élastiques
Présentée ici Crosse aortique, souris Micro-indentation 58.3 ± 6.3
Hayenga et al. 2011 Aorte abdominale, souris Micro-indentation 76.7
Matsumoto et al. 2004 Aorte thoracique, porc Micro-indentation  ~ 180
Oie et al. 2009 Carotide, porc Micro-indentation 50.8 ± 13.8
    Espace inter-lamellaire
Présentée ici Crosse aortique, souris Micro-indentation  4.2 ± 0.7
Hayenga et al. 2011 Aorte abdominale, souris Micro-indentation 9.8
Matsumoto et al. 2004 Aorte thoracique, porc Micro-indentation  ~ 52
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Oie et al. 2009 Carotide, porc Micro-indentation 17.0 ± 9.0
Tissu fibreux lésionnel
Barrett et al. 2009 Carotide, homme Micro-indentation 33 (21 – 300)
Peloquin et al. 2011 Carotide bovine Indentation en face 2.7 ± 1.1
Chai et al. 2013 Carotide, homme Micro-indentation 30 (6 – 891)
Holzapfel, Sommer, et
Regitnig 2004
Artère iliaque, homme Traction (840)
Heiland et al. 2013 Carotide, homme Compression 336 – 574
    Tissu fibreux dense/hypocellulaire
Présentée ici Crosse aortique, souris Micro-indentation
59.4 ± 47.4
(5.6 – 233.8)
Lee et al. 1991 Aorte abdominale, homme Compression 900 ± 220 kPa
Lee et al. 1992 Aorte abdominale, homme Compression 82 ± 33
Loree, Grodzinsky, et
al. 1994
Aorte thoracique et abdominale,
homme
Traction 2312 ± 2180
    Tissu fibreux cellulaire
Présentée ici Crosse aortique, souris Micro-indentation
10.4 ± 5.7
(1.6 – 25.0)
Lee et al. 1991 Aorte abdominale, homme Compression 510 ± 220
Lee et al. 1992 Aorte abdominale, homme Compression 42 ± 18
Loree, Grodzinsky, et
al. 1994
Aorte thoracique et abdominale,
homme
Traction 927 ± 468
Lipides/Tissu lésionnel riche en lipides
Présentée ici Crosse aortique, souris Micro-indentation
 5.5 ± 3.5
(0.6 – 13.7)
Hayenga et al. 2011 Aorte abdominale, souris Micro-indentation 1.5
Loree, Tobias, et al.
1994
Préparation lipidique Rhéomètrie à torsion 0.1 – 0.9
En dépit de ces considérations, les résultats obtenus sont cohérents avec une partie de la littérature
dans le domaine. Ainsi, le tissu fibreux des lésions apparaît comme moins rigide (1 à 2 ordres de
grandeur) que le tissu fibreux de l'intima des plaques humaines. La rigidité évaluée dans les zones
riches en lipides (qui tel que défini ne représente pas uniquement du lipide pur) est du même ordre
de grandeur (légèrement supérieur) que celle des mélanges lipidiques, classiquement utilisés pour
rendre compte de la rigidité des zones lipidiques des plaques.
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 4.4 Profils de distribution des contraintes et déformations pariétales
La conformation ouverte de l'anneau aortique, considérée comme libre de toute contrainte, a été
segmentée. La modélisation en éléments finis a été réalisée à partir de ce maillage en considérant
une épaisseur unitaire sous l'hypothèse des déformations planes, avec des propriétés rhéologiques
assignées  après  étude  histologique  de  coupes  adjacentes.  Cette  modélisation  a  d'abord  permis
d'obtenir  un état  de contrainte résiduelle (fermeture de l'anneau) puis physiologique (mise sous
pression de l'anneau refermé).
  4.4.1 Limites de l'étude par modélisation
Uniformité  histologique  des  lésions. Les  propriétés  rhéologiques  attribuées  aux  différents
éléments segmentés ont été définies à partir  de l'évaluation histologique des coupes obtenues à
partir  du  tronçon  adjacent  à  l'anneau  aortique  utilisé  pour  la  modélisation.  L'hypothèse  de
l'uniformité de la lésion dans sa constitution histologique, sur l'épaisseur de l'anneau (200 µm) et
avec le tronçon artériel adjacent, est donc posée. 
Définition de zones. La subdivision des plaques en 3 zones aux propriétés rhéologiques propres ne
reflète pas correctement la complexité des lésions où des zones peuvent présenter des propriétés
mécaniques évoluant de façon continue dans différentes directions de l'espace. 
L'analyse  en  éléments  finis  requière  une  discrétisation  de  l'espace,  ainsi,  les  changement  de
propriétés rhéologiques sont nécessairement discrets. De ce fait, la présence de bords francs aux
zones définies ne présente pas en soi de problèmes.
À noter enfin que par nécessité pour le calcul numérique, l’ensemble des zones à l'interface avec la
lumière vasculaire  a été  défini  comme zone de fibrose cellulaire,  ne rendant  probablement  pas
justement  compte  de  l'influence  (ou  plutôt  de  l'absence  d'influence  mécanique)  des  dépôts
xantomateux retrouvés au niveau de certaines plaques.
Dissipation de la contrainte résiduelle. L'ouverture de l'anneau aortique reflète la dissipation des
contraintes résiduelles au sein de cet anneau  (Matsumoto, Hayashi, et Ide 1995). L'hypothèse est
émise  que  l’ensemble  des  contraintes  résiduelles  sont  dissipées  par  cette  ouverture ;  ainsi  la
modélisation  débute  à  partir  d'un  état  non contraint.  Cette  hypothèse  est  une  approximation  et
constitue une limitation de l'approche par modélisation  (Matsumoto  et al. 2004)  bien que ce soit
une approximation beaucoup moins forte que de simplement négliger la contrainte résiduelle.
Déformations planes. La modélisation est effectuée à partir du maillage de l'anneau aortique en
conformation  ouverte  présentant  une  épaisseur  unitaire  (maillage  plan).  Ainsi,  l'étude  de  la
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répartition des contraintes est restreinte à la coupe réalisée et ne prend pas en compte la géométrie
tridimensionnelle  des  vaisseaux  et  des  lésions.  Cette  limitation  s'applique  aussi  bien  lors  de
l'évaluation  de  l'état  résiduel  que  de  l'état  physiologique.  Dans  les  deux  cas  la  direction
circonférentielle est en théorie principalement sollicitée (ouverture plane et loi de Laplace). En dépit
de  cela,  une  étude  récente  comparant  la  modélisation  en  éléments  finis  réalisée  à  partir
d'échantillons  histologiques  segmentés  en  coupe  ou  en  trois  dimensions  à  partir  de  différents
niveaux de coupes montre une différence importante entre les méthodes (Nieuwstadt et al. 2013).
Conformation initiale de l'anneau aortique. Par extension du point mentionné ci-dessus, il est
important de préciser que l'image de l'anneau artériel a pu présenter lors de son incision un certain
degré de torsion hors du plan dont il n'a pas été possible de rendre compte dans l'hypothèse de
travail (ouverture plane) ; la fermeture de l'anneau artériel dans le plan génère donc un niveau de
contrainte résiduelle pas entièrement représentatif de l'état résiduel réel.
Charge quasi-statique. Les simulations de mise sous pression ont été réalisées pour une condition
de  charge quasi-statique (ou deux charges quasi-statiques, dans le cas de l'évaluation de l'amplitude
de déformation entre diastole et systole). Cette étude ne rend pas compte du comportement visco-
élastique  de la  paroi  artérielle  répondant  au  caractère  pulsatile  du pouls  (Holzapfel,  Gasser,  et
Stadler 2002).
Les matériaux considérés répondent à deux types de lois de comportement. Les mesures effectuées
en AFM sont directement utilisées pour caractériser le comportement des matériaux de l'intima sous
l'hypothèse d'isotropie selon un modèle de comportement de type Néo-Hookéen tandis que sur la
base  des  mesures  effectuées  dans  la  média,  un  modèle  anisotrope  et  non linéaire  est  construit
(Holzapfel  et  al. 2005). Dans  les  deux  cas,  les  tissus  ont  été  considérés  comme  quasi-
incompressibles. L'étude de ces modèles n'est pas considérée comme entrant dans le cadre de ce
travail de thèse ; leurs implications et limitations sont largement commentées par ailleurs (Mesnier
2011).  À noter  que,  tel  que discutée en partie  4.3,  l'évaluation des propriétés  rhéologiques  des
constituants de l'anneau artériel, intégrées dans les modèles de comportement, présente ses propres
limitations.
  4.4.2 Distribution des contraintes pariétales dans l'aorte de souris apoE-/-
Les contraintes pariétales résiduelles. Comme montré par l'évolution de l'angle d'ouverture des
anneaux aortiques, le processus pathologique est responsable d'une modification de la contrainte
résiduelle pariétale de la crosse aortique de souris apoE-/-. Cette modification est observée dans la
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média  qui  présente  un  contrainte  résiduelle  moyenne  de  25 ± 2 kPa.  Ceci  représente  une
sollicitation  de  3.2  fois  celle  des  animaux  contrôles ;  les  lésions  athéromateuses  ne  sont  que
faiblement sollicitées (4 ± 1 kPa en moyenne).
L'étude  par  Gregersen  et  al. (Gregersen  et  al. 2007) présente  une  évaluation  de  la  contrainte
résiduelle  par  mesure  de  la  longueur  circonférentielle  à  la  face  interne  et  externe  d'anneaux
aortiques de souris apoE-/- avant et après coupure radiale et, conformément à nos observation, met
en évidence une augmentation des contraintes résiduelles avec le processus pathologique.
Les contraintes pariétales sous pression physiologique. L'évaluation des contraintes pariétales
à pression physiologique prenant en compte les contraintes résiduelles montre que la contrainte
présente dans les lésions est en moyenne faible, restant du même ordre de grandeur qu'en l'absence
de pression sanguine,  soit  4 ± 0 kPa. De plus,  il  n'y a  pas  de concentrations  de contraintes :  la
contrainte  maximale  dans  les  lésions  reste  ≤ 35 kPa.  Cette  contrainte  est  systématiquement
largement inférieure à la contrainte présente dans la média (105 ± 10 kPa en moyenne, avec des
contraintes maximales ≤ 365 kPa). Cette observation montre une faible sollicitation mécanique des
lésions aortiques murines.
L'observation  du  faible  niveau  global  de  contrainte  dans  les  lésions  murines  a  également  été
rapportée récemment par d'autres groupes (I. C. Campbell et al. 2013). Cette observation contraste
avec les analyses effectuées chez l'homme qui montrent une concentration des contraintes dans la
capsule  fibreuse  des  plaques  d'athéromes,  généralement  aux  épaulements  associés  aux  sites  de
ruptures lorsque la contrainte est supérieure à 300 kPa (Richardson, Davies, et Born 1989; Loree et
al. 1992; G. C. Cheng et al. 1993; Finet, Ohayon, et Rioufol 2004; Ohayon et al. 2008).
Influence de la contrainte résiduelle.  Malgré la relativement faible amplitude des contraintes
résiduelles, leur prise en compte permet d'éviter la surestimation des contraintes pariétales présentes
à pression physiologique, notamment dans les lésions. Plus particulièrement, dans les épaulements
des plaques (telles que définis pour des plaques murines), qui sont les régions qui présentent en
moyenne  les  contraintes  les  plus  élevées,  la  contrainte  est  14.2  fois  supérieure  lorsque  les
contraintes résiduelles sont ignorées, atteignant des valeurs proches de celle évaluées dans la média
(276 ± 71 kPa en moyenne et jusqu'à 650 kPa au maximum).
L'évaluation des contraintes résiduelles apparaît donc comme nécessaire à une évaluation précise
des contraintes pariétales, similairement à ce qui avait déjà été rapporté lors de l'étude d'artères
coronaires humaines (Ohayon et al. 2007). La présence de lésions entraînant une augmentation de la
contrainte  résiduelle,  cette  évaluation  apparaît  d'autant  plus  importante  dans  le  contexte  de  la
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pathologie athéromateuse.
Influence de  la  rhéologie. Notre  étude  indique qu'en  conditions  physiologiques,  la  contrainte
présente dans les lésions murines a été fortement augmentée lorsque des propriétés rhéologiques
humaines (rigidité augmentée) ont été assignées aux matériaux constitutifs de ces lésions. En effet,
la  contrainte  maximale  évaluée  à  l'interface  entre  la  lumière  du vaisseau et  la  lésion  passe  de
8.4 ± 2.6 kPa en rhéologie murine à 182.3 ± 55.9 kPa en rhéologie humaine.
L'étude  par  Loree  et  al. (Loree,  Tobias,  et  al. 1994) montre  que  la  contrainte  dans  la  capsule
fibreuse des plaques augmente d'autant plus que les propriétés mécaniques du cœur lipidique sont
faibles ; les forces se répartissent en effet dans les matériaux rigides, générant en leur sein une forte
contrainte. Ainsi, il n'est pas surprenant qu'en augmentant la rigidité des matériaux constitutifs des
plaques de souris, on observe une plus forte contrainte.
L'étude par Vengrnyuk et al. (Vengrenyuk et al. 2010) a montré une contrainte pariétale maximale
élevée au niveau de lésions dans l'artère brachiocéphalique (du même ordre de grandeur que dans
les lésions coronaires humaines vulnérables). Dans cette étude, la modélisation par méthode des
éléments  finis  a  été  réalisée  en négligeant  la  contrainte  résiduelle  et  en  utilisant  une rhéologie
humaine. Ces deux éléments ainsi que le site anatomique choisi peuvent expliquer la disparité avec
nos résultats.
Conclusion. L'étude par modélisation en éléments finis à partir d'anneaux aortiques de souris a mis
en  évidence  plusieurs  points.  1)  Les  contraintes  résiduelles  sont  augmentées  dans  le  contexte
pathologique.  2) Les  contraintes  dans les  plaques  sont  faibles.  3) En négligeant  les contraintes
résiduelles, les contraintes dans les plaques sont surestimées. 4) En utilisant une rhéologie humaine,
les contraintes dans les plaque sont surestimées.
  4.4.3 Implications en termes de vulnérabilité
La rupture de plaque survient suite à une concentration de contrainte pariétale, en particulier de
contrainte circonférentielle dans la capsule fibreuse (Richardson, Davies, et Born 1989; Falk, Shah,
et Fuster 1995).
Relation  morphologie–rhéologie–contrainte  pariétale. Dans  les  plaques  d'artères  coronaires
humaines, le seuil de rupture a été estimé à ~ 300 kPa de contrainte pariétale  (G. C. Cheng et al.
1993). Cette estimation ne prend pas en compte les contraintes résiduelles et donc surestime le seuil
de contrainte à rupture (Ohayon et al. 2007). Des critères morphologiques (épaisseur de la capsule
fibreuse et dimensions du cœur lipidique) présentent un effet sensible sur le niveau de contrainte de
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la capsule fibreuse (Loree et al. 1992; M. J. Davies et al. 1993; Loree, Tobias, et al. 1994; Finet,
Ohayon, et Rioufol 2004; Ohayon et al. 2008).
Le faible niveau de contraintes observé dans les lésions athérosclérotiques murines de la crosse
aortique par rapport à celui observé au sein des lésions humaines vulnérables apparaît donc comme
un élément majeur explicatif de la stabilité des lésions murines. La faible rigidité des matériaux
constituant ces lésions est responsable d'une faible sollicitation mécanique. Notre étude montre que
l'utilisation de la rhéologie de matériaux humains, plus rigides, est responsable à elle seule d'une
augmentation  importante  des  contraintes  maximales  dans  les  lésions,  indépendamment  de  leur
morphologie.  Similairement,  l'étude  par  modélisation  en  éléments  finis  d'artères  idéalisées  de
Akyildiz et al. (Akyildiz et al. 2011) montre une influence importante de la rigidité (dans la gamme
de valeurs rapportées dans la littérature pour le tissu fibreux de plaques coronaires humaines) sur la
contrainte maximale dans la capsule fibreuse.
La  morphologie  des  plaques  aortiques  de  souris  apoE-/- diffère  fortement  de  celle  des  lésions
coronaires vulnérables humaines. Les distinctions essentielles sont l'absence d’épaississement de
l'intima en dehors de la plaque  (Nakashima, Wight, et Sueishi 2008), un caractère protrusif de la
plaque (s'opposant au remodelage excentrique), l'absence de réelle capsule fibreuse et de réel cœur
lipidique  au  profit  d'inclusions  lipidiques  plus  diffuses  (Coleman  et  al. 2006).  À noter  que  la
rhéologie des matériaux est impliquée dans la morphogenèse des lésions, expliquant les différences
entre espèces. En effet, par extension des observations de Loree et al. (Loree, Tobias, et al. 1994),
on  peut  aisément  concevoir  une  confluence  des  zones  lipidiques  au  sein  de  lésions  humaines
globalement rigides, alors que la relativement faible rigidité des matériaux constituant les lésions
murines  pourrait  expliquer  l'absence  de  cœurs  lipidiques  confluents  au  profit  de  larges  zones
enrichies en lipides pour la majorité des lésions observées. Similairement, les contraintes pariétales
se distribuent préférentiellement dans l'intima des lésions humaines, laissant en arrière une média
relativement peu sollicitée, qui présente alors un certain degré de déstructuration et en conséquence
une réactivation de la prolifération cellulaire aboutissant à un remodelage excentrique jusqu'à un
niveau où la contrainte pariétale suffisante permet un maintien de la structure tissulaire (Korshunov,
Schwartz, et Berk 2007). Chez la souris, sur le site et à l'âge étudié, malgré la présence de lésions, la
média  reste  la  structure  majoritairement  sollicitée  ce  qui  explique  l'absence  de  remodelage
excentrique (Coleman et al. 2006).
Contrainte de cisaillement. L'expérimentation mise en place n'était pas destinée à l'évaluation de
l'effet des contraintes de cisaillement exercées par le flux sanguin sur la vulnérabilité. La contrainte
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de  cisaillement  ou  plutôt  sa  perturbation  est  extrêmement  importante  dans  l'athérogenèse
notamment  en  favorisant  la  dysfonction  endothéliale  (développé  dans  la  partie  Revue
Bibliographique). Même chez la souris qui présente une amplitude de contrainte de cisaillement 20
fois supérieure à celle rencontrée chez l'homme  (Weinberg et Ross Ethier 2007), cette contrainte
reste très modeste par rapport à la contrainte pariétale (de l'ordre de dizaines de dyn/cm2, ie. ~ Pa,
vs. centaines  de  kPa).  Dès  lors,  en  dehors  des  processus  biologiques  liés  à  la  contrainte  de
cisaillement, son impact sur la vulnérabilité est très limité, comme attesté par les études modélisant
les interactions fluide-structure (C. Yang et al. 2007; Teng et al. 2010). 
Inflammation. L'importance  de  l'infiltration  des  macrophages  dans  la  capsule  fibreuse  sur
l'abaissement du seuil de contrainte à la rupture a été montré chez l'homme (Lendon et al. 1991).
Cette observation est liée à la diminution du contenu en collagène de la capsule fibreuse (Burleigh
et al. 1992), secondaire à une diminution de la synthèse des fibres de matrice extra-cellulaire et à
l'augmentation de leur dégradation enzymatique dues au contexte inflammatoire (développé dans la
partie Revue Bibliographique et P. K. Shah 2009).
La présence de marqueurs de l'inflammation telle que MMP-1  (R. T. Lee  et al. 1996) et NF-κB,
mais aussi des macrophages (Hallow et al. 2009) sont en relation avec la contrainte pariétale dans
les  artères  coronaires  humaines.  L'étirement  des  cellules,  lié  à  la  contrainte  locale,  induit
l'expression du NF-κB  (Hishikawa  et al. 1997) qui est responsable de l'expression de différents
signaux  pro-inflammatoires  tel  que  la  molécule  chémoattractrice  CCL2  (X.  Gao  et  al. 2007)
responsable du recrutement des macrophages (Gunn et al. 1997).
Les lésions évaluées au dans la crosse aortique de souris apoE-/- ont présenté une inflammation
importante. Cependant, contrairement à ce qui a été montré par Hallow et al. (Hallow et al. 2009)
pour les lésions coronaires chez l'homme, aucune corrélation entre l'infiltration de macrophages et
des paramètres biomécaniques (y compris l'étirement au cours du cycle cardiaque) n'a été observée.
Cette différence avec la situation observée dans les coronaires humaines peut être attribuée à la
faible  sollicitation mécanique des plaques  aortiques murines (la  déformation au cours  du cycle
cardiaque est ≤ 6.6 % dans les plaques).
Considérations sur le modèle d'étude. Les animaux inclus dans le protocole expérimental n'ont
pas présenté de cas de rupture de plaques. Dans une étude portant sur la stabilité de plaques de 99
souris apoE-/-, Zhou et al. (Zhou et al. 2001) ont montré que malgré une alimentation enrichie en
homocystéine et un âge avancé (jusqu'à 12 mois), aucune rupture de plaque n'a été observée sur le
tronc aortique, et un seul cas de rupture a été observé sur les artères coronaires. Ces observations
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ont  été  complétées  par  des  tests  mécaniques  ne  montrant  pas  de  diminution  du  contenu  en
collagène. Similairement, Calara et al. (Calara et al. 2001) ont rapporté 3 ruptures de plaque au sur
le tronc aortique sur 82 souris apoE-/- ou LDLR-/- étudiées.
Dans  le  cadre  de  cette  étude,  les  plaques  aortiques  de  souris  apoE-/- n'ont  pas  présenté  de
néovascularisation ni de calcifications intra-plaques, qui sont deux critères de vulnérabilité reconnus
des plaques coronaires humaines. Chez l'homme, l'hémorragie intra-plaque est liée à la rupture de
capillaires issus de  vasa vasorum irriguant  la  plaque,  comme présenté par  Barger et  Beeuwkes
(Barger et Beeuwkes 1990) ; la présence de cette vascularisation est associée à une augmentation de
la vulnérabilité (Moreno et al. 2004). La présence de calcifications dans les plaques d'athérome est
aussi  associée  à  une  vulnérabilité  augmentée  (P.  J.  Fitzgerald,  Ports,  et  Yock  1992) via une
augmentation de la contrainte de cisaillement intra-plaque (Falk, Shah, et Fuster 1995). Des études
de modélisation en éléments finis d'inclusion rigides au sein de la capsule fibreuse suggèrent que la
présence de microcalcifications dans la capsule fibreuse peut être responsable d'une augmentation
locale de contrainte, mais les conséquences de ce phénomène sur la rupture de plaque restent encore
à étudier (Vengrenyuk et al. 2006; Kelly-Arnold et al. 2013). N'ayant observé aucune calcification
sur  coupe  tissulaire  (l'échelle  à  laquelle  les  observations  ont  été  effectuées  permettant  la
visualisation  de  microcalcifications  lorsque  présentes),  il  n'a  pas  été  nécessaire  de  prendre  en
compte ce paramètre. L’appréhension de ces paramètres va dans le sens de la stabilité des plaques
étudiées.
Des ruptures de plaque sur l'artère brachio-céphalique de souris apoE -/- ont été suggérées  (J. L.
Johnson et Jackson 2001; H. Williams et al. 2002; J. L. Johnson et al. 2005; Jackson et al. 2007).
Ces observations reste toutefois contestées (Schwartz et al. 2007; Falk et al. 2007) ; les lignes qui
suivent résument cette controverse.
Les observations de discontinuité dans l'endothélium vasculaire associé à la présence d’érythrocytes
dans la plaque sont présentées comme attestant la rupture (Jackson et al. 2007). Ces observations
sont interprétées comme témoins de la rupture de la capsule fibreuse  ante mortem,  la présence
d'érythrocytes dans la plaque ne pouvant résulter d'un artefact lié à la manipulation du tissu ex vivo.
De plus,  la  présence de structures  dénommées capsules fibreuses  enfouies  (buried fibrous cap)
associées à la fibrine est présentée comme attestant d'épisodes passés de rupture et de guérison de la
plaque,  la  fibrine  étant  le  marqueur  résiduel  d'un processus  de  thrombose  associé  à  la  rupture
antérieur de la plaque. L'absence de thrombus mural tel qu'observé chez l'homme est attribuée à la
rapidité de la thrombolyse chez la souris (Tsakiris et al. 1999) qui présente de plus des thrombi de
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taille plus modeste en raison des dimensions anatomiques réduites ; enfin, les animaux sont sacrifiés
indépendamment  de  la  présence  de  signes  cliniques  contrairement  au  patient  succombant  à  un
infarctus consécutif à la thrombose coronaire liée à la rupture de plaque.
Ces  arguments  sont  en  partie  contestés  (Schwartz  et  al. 2007).  Les  structures  décrites  comme
capsules fibreuses enfouies pourraient représenter des épisodes successifs de croissance de plaques
par dépôts xanthomateux sur des lésions plus anciennes. Un point majeur développé à l'encontre de
l'hypothèse de rupture est que l'observation d'un phénomène de rupture présuppose l’existence d'une
réelle  capsule  fibreuses  recouvrant  un  cœur  lipidique,  or  les  lésions  murines  (comme  discuté
précédemment) ne présentent pas systématiquement une telle morphologie. L'observation de rupture
de plaque telle que décrite par Jackson et al. montre de petites zones de disruption, généralement
davantage observées sur les dépôts xantomateux et pas au travers de la capsule fibreuse, suggérant
la prédominance de phénomènes biologiques de dégradation enzymatique de fibres par rapport au
phénomène mécanique de rupture lié à la contrainte pariétale ; cette observation s’apparente donc
davantage à l'érosion de plaque, mais qu'il n'est pas possible de définir en tant que tel en l'absence
de thrombose (Bentzon et Falk 2010).
5 Conclusion & ouverture
L'étude présentée ici a été réalisée en étroite collaboration avec l'équipe DyCTiM du laboratoire
TIMC-IMAG et en particulier les Drs. Philippe Tracqui, Nicolas Mesnier et Jacques Ohayon, qui
ont  réalisé  l'essentiel  du  travail  d'évaluation  des  propriétés  mécaniques  par  tests  de  micro-
indentation  et  de  modélisation  en  éléments  finis  afin  d'évaluer  les  contrainte  et  déformation
pariétales.
Cette étude a permis d'évaluer des propriétés mécaniques présentes dans les aortes de souris apoE -/-
présentant  des  lésions  athéromateuses  dès  18 semaines.  La  rigidité  du  tissus  lésionnel  apparaît
comme plus faible que celle du tissu de la média des artères. Cette observation contraste avec ce qui
est observé chez l'homme, où le tissu fibreux de l'intima présente une rigidité importante.
Conformément aux observations antérieures, il a été montré que le développement de lésions au
sein de la paroi artérielle de souris apoE-/- est responsable d'une élévation de la contrainte résiduelle
au sein de l'anneau artériel. La modélisation en éléments finis a montré que la prise en compte de
cette contrainte résiduelle est nécessaire à une évaluation précise de l'état de contrainte et qu'en son
absence la  contrainte,  et  notamment la  contrainte  maximale,  est  surestimée.  Il  a  également  été
constaté que les plaques de souris apoE-/- ne sont que faiblement sollicitées mécaniquement par
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rapport au reste de la paroi artérielle,  contrairement à ce qui est  observé au niveau des artères
coronaires humaines. Cette faible sollicitation mécanique est attribuée à la faible rigidité du tissu
des plaques. Enfin, aucun rapport entre l'inflammation évaluée par l'infiltration de macrophages et
des paramètres mécaniques n'a pu être établie dans ce modèle animal.
Ainsi,  les observations de faible rigidité et sa conséquence,  une faible contrainte au niveau des
lésions présentes sur la crosse aortique de souris apoE-/- peuvent constituer un élément d'explication
de l'absence de rupture de plaque des animaux étudiés.
La collaboration entre les deux équipes qui ont participé à l'élaboration des travaux ici présentés se
poursuit,  notamment  avec  un  projet  visant  à  la  validation  de  l'approche  de  l'évaluation  des
propriétés  mécaniques  de  lésions  athéromateuses  par  modulographie.  Ce  projet  consiste  en
l'évaluation des propriétés rhéologiques de tissus artériels de lapin, y compris de tissus de lésions
athéromateuse issues d'aortes de lapin hypercholestérolémiques WHHL, par micro-indentation en
AFM  et  s'appuyant  sur  une  analyse  histologique  fine.  Cette  évaluation  sera  utilisée  pour  la
validation d'une approche de modulographie menée à partir d'acquisitions IVUS réalisées sur les
mêmes  échantillons  tissulaires.  Tandis  que  la  modulographie  apparaît  comme  une  technique
d'avenir  pour  l'identification  de  la  vulnérabilité  des  plaques  d'athéromes  à  partir  d'acquisitions
endocoronaires et que sa validation présente un intérêt majeur  (Le Floc’h 2009), cette étude peut
également  apporter  des  éléments  nouveaux  quant  à  la  portée  des  résultats  décrits  dans  l'étude
présentée ici.
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1 Introduction
La  détection  précoce  de  l'athérome  vulnérable  est  un  objectif  majeur  dans  le  domaine  de  la
cardiologie (cf. partie Revue Bibliographique). Les plaques d'athérome vulnérables se caractérisent
entre autres facteurs par un processus inflammatoire intense. Dans le contexte inflammatoire, un
certain nombre de molécules – telle  que VCAM-1 (Vascular Cell  Adhesion Molecule-1)  – sont
exprimées et participent au recrutement de leucocytes, notamment des monocytes ou macrophages,
au sein de la plaque. L'objectif de ce travail expérimental est d'étudier, au sein d'un modèle murin
d'athérosclérose – la souris déficiente en apolipoprotéine-E (apoE-/-), des molécules radiomarquées
spécifiques  de  ce  processus  inflammatoire  dans  le  but  de  réaliser  l'imagerie  moléculaire  de
l'athérome vulnérable. Plus spécifiquement, l'étude porte 1) sur des peptides dérivés de la molécule
HLA-B2702, décrit comme ligand de VCAM-1 et 2) sur le [18F]-fluorodésoxyglucose (FDG), décrit
pour s'accumuler dans les cellules inflammatoires au métabolisme intense.
 1.1 Peptides dérivés de la molécule HLA-B2702
  1.1.1 Origine & intérêt du peptide
La protéine HLA-B est une protéine de classe I du complexe majeur d'histocompatibilité humain
(HLA,  human leucocyte antigen), impliquée dans la présentation de peptides antigéniques par la
grande majorité des types cellulaires. Plusieurs centaines d'allèles de cette protéines sont identifiés à
ce jour et classés au sein de différents groupes sérologiques (e.g. les allèles  HLA-B*2701, HLA-
B*2702 font partie du groupe sérologique HLA-B27).
Il a été montré que des molécules du HLA de classe I solubles étaient capable de prolonger la durée
de vie de certaines allogreffes (H. S. Davies, Pollard, et Calne 1989). Cette découverte, associée à la
difficulté de purification des molécules de HLA de classe I solubles, a mené à des études sur les
capacités immunomodulatrices de peptides de synthèse correspondant à des régions de molécules de
HLA de classe I. Ainsi, il a été montré que des peptides dérivés de l'hélice α1 (résidus 60 à 84) dans
le  domaine  α1  de  molécules  de  HLA-B  de  classe  I  affectent  la  fonction  de  lymphocytes  T
(Clayberger et al. 1990; Clayberger et al. 1993). Il a en particulier été montré que le peptide dont la
séquence est retrouvée dans l'allotype HLA-B2702 permet l'inhibition de la lyse médiée par des
lymphocytes T cytotoxiques pleinement différenciés de manière non allèle spécifique (Krensky et
Clayberger 1994).
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Des recherches menées pour identifier les mécanismes d'action de ces peptides ont permis de mettre
en évidence la liaison entre, d'une part, le peptide correspondant aux résidus 75 à 84 de la molécule
HLA-B2702 (peptide B2702p, natif  ou modifié) et  des protéines de la famille de Hsp70 (Heat
shock protein 70) (Nossner et al. 1996; Woo et al. 1997; Ling et al. 2000), l'hème oxydase (Iyer et
al. 1998), la β-tubuline (Tarazona et al. 2000) et VCAM-1 (Ling et al. 2000) d'autre part.
  1.1.2 Travaux antérieurs & contexte du travail expérimental
La molécule VCAM-1 est une molécule d'adhésion impliquée dans l'adhésion de leucocytes ; elle
est  exprimée dans un contexte inflammatoire tel  que l'athérosclérose  (Ley et  Huo 2001).  Or la
présence d'un processus inflammatoire intense au sein de lésions athéromateuses est un critère de
vulnérabilité  (Naghavi  et  al. 2003a).  VCAM-1  apparaît  ainsi  comme  une  cible  moléculaire
pertinente pour l'imagerie des plaques d'athérome vulnérables. Il  a été démontré que le peptide
correspondant  aux résidus  75  à  84  de  la  molécule  HLA-B2702 (peptide  B2702p)  se  liait  à  la
molécule d'adhérence VCAM-1  (Ling  et al. 2000).  Une étude d'imagerie menée sur un modèle
d'athérosclérose chez le lapin avec B2702p radiomarqué à l'iode-125 et au technétium-99 a montré
des résultats encourageants  (Broisat  et al. 2007). En effet,  l'affinité de liaison à VCAM-1 a été
déterminée à 0.3 µM par polarisation de fluorescence en utilisant une version du peptide couplée à
un fluorophore. Par ailleurs, l'étude chez l'animal a montré une stabilité in vivo du radiomarquage et
une captation dans les lésions jusqu'à 4.8 fois supérieure à celle observée dans le tissu vasculaire
sain. Cependant, une activité circulante trop importante n'a pas permis la réalisation de l'imagerie in
vivo. Pour pallier à ce problème, une stratégie consistant à effectuer des mutations systématiques sur
le peptide et à étudier, après radiomarquage au technétium-99m, le comportement de ces peptides
dérivés a été entreprise (Dimastromatteo 2010). Du fait de la quantité de molécules à tester, le choix
du modèle d'étude s'est porté sur la souris apoE-/- avec ligature carotidienne dans lequel une carotide
est ligaturée afin d'induire la formation de lésions mimant les caractéristiques inflammatoires des
plaques  d'athérome vulnérables  alors  que  la  carotide  controlatérale  demeure  saine  et  reflète  le
niveau de captation du traceur dans un tissu vasculaire contrôle (Kumar et Lindner 1997; Schäfers
et al. 2004). L'évaluation en imagerie  in vivo et par prélèvement de tissus  ex vivo a permis de
sélectionner un des peptides dérivés du peptide B2702p (nommé B2702p1) pour ses caractéristiques
favorables tant en terme de stabilité radiochimique, de captation lésionnelle (2.6 fois celle du tissu
contrôle)  et  de cinétique sanguine (ratio  lésion-sur-sang à 1.4).  L'évaluation par polarisation de
fluorescence de la liaison de B2702p1 (modifié pour porter un fluorophore) à VCAM-1 a montré
une affinité de 15 µM.
145/274
Partie expérimentale : Imagerie
  1.1.3 Objectif du travail expérimental
La suite du projet consistait à poursuivre l'évaluation préclinique de B2702p1, en recherchant des
stratégies alternatives de radiomarquage dans l'optique d'un transfert de cette molécule en clinique.
Plusieurs séries d'expériences d'imagerie,  appuyées par des données  ex vivo,  ont été menées en
utilisant différents lots de peptide L-B2702p1 radiomarqué au technétium 99m sur le modèle de
souris  apoE-/- avec  ligature  carotidienne  et  le  modèle  de  souris  apoE-/- sous  régime
hypercholestérolémiant.  Des  difficultés  ont  été  rencontrées  dans  la  reproduction  des  données
obtenues antérieurement  (Dimastromatteo 2010) et  l'objectif  de cette étude a été recentré sur la
compréhension de ces problèmes. Dans ce cadre, l'étude a porté (1) sur l'étude de la liaison entre,
d'une part, le peptide B2702p1, son dérivé tétramérique ou son prédécesseur (B2702p) et, d'autre
part, la molécule VCAM-1, (2) sur l'étude de stabilité radiochimique de ce peptide (B2702p1) avec
les différentes stratégies de radiomarquage envisagées.
 1.2 Étude du [18F]-fluorodésoxyglucose
  1.2.1 Le [18F]-fluorodésoxyglucose (FDG)
Le  FDG  ([18F]-2-désoxy-2-fluoro-D-glucose)  est  un  analogue  du  D-glucose  dans  lequel  le
groupement hydroxyle du carbone 2 du glucose est remplacé par un atome de fluor-18 (Figure 1).
Cette molécule présente un comportement biologique analogue au
2-désoxy-D-glucose (2-DG). Étant reconnu par les transporteurs au
glucose  (GLUT)  et  substrat  de  l'hexokinase,  le  FDG  subit  une
phosphorylation en position 6 dans le cytoplasme de la cellule dans
laquelle  le  traceur  est  capté.  Sa  phosphorylation  en  FDG-6-
phosphate  lui  confère  une  faible  perméabilité  membranaire,
l'empêchant de ressortir de la cellule. De plus, n'étant pas reconnu
par la phosphohexose isomérase, il n'est pas dégradé dans la voie
de  la  glycolyse.  La  réaction  de  déphosphorylation  du  FDG-6-
phosphate par la glucose-6-phosphatase est classiquement considérée comme minimale (Gallagher
et al. 1978). Il en résulte que la biodistribution du FDG reflète le transport et la phosphorylation du
glucose.
La désintégration β+ du fluor-18, largement  majoritaire  (97%) et  effectuée par conversion d'un
proton en neutron,  conduit  à  la  production  d’un isotope stable  de l'oxygène : l'oxygène-18.  Le
groupement  en  2  devient,  après  capture  d'un  proton,  un  groupement  hydroxyle,  donnant  une
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Figure 1. Formule 
topologique du [18F]-
2-désoxy-2-fluoro-D-
glucose (FDG).
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molécule de D-glucose-6-phosphate qui peut entrer dans la voie de la glycolyse. Le D-glucose-6-
phosphate, marqué à l’oxygène-18 est non radioactif et sans conséquence sur la métabolisation de la
molécule. Cette désintégration produit également un neutrino et un positron d'une énergie de 634
keV  qui  après  un  parcours  moyen  dans  un  milieu  biologique  de  0.6  mm  va  s'annihiler  par
interaction  avec  un  électron  en  produisant  deux  photons  de  511  keV émis  suivant  une  même
direction  et  dans  des  sens  opposés.  La  détection  en  coïncidence  de  ces  deux  photons  permet
l'imagerie tomographique par émission de positron (PET,  positron emission tomography) de cette
molécule.
Le FDG a été largement utilisé pour étudier in vivo le métabolisme glucidique du myocarde (Ratib
et al. 1982) et du cerveau (Reivich et al. 1979) en particulier. C'est également le radiotraceur le plus
utilisé en oncologie nucléaire, avec une large gamme d'applications (Rigo et al. 1996; Almuhaideb,
Papathanasiou,  et  Bomanji  2011).  L'utilisation  du  FDG  a  permis  de  mettre  en  évidence  un
métabolisme glucidique important au sein de cellules inflammatoires (Kubota et al. 1992).
  1.2.2 L'utilisation du FDG dans l'athérome
L'utilisation du FDG pour l'imagerie de l'athérosclérose chez l'homme fait  l’objet  d'importantes
recherches depuis plus de 10 ans (développé en partie Revue Bibliographique). La visualisation de
l'athérome vulnérable chez l'homme, dans le cadre de la mise en place d'une stratégie diagnostique
est l'enjeu ultime dans ce domaine de recherche en imagerie. Toutefois, la capacité à visualiser des
lésions à caractère vulnérable au sein de modèles expérimentaux d'athérosclérose est également un
enjeu d'importance,  ne serait-ce que pour l'évaluation longitudinale  de nouvelles thérapeutiques
dans  le  cadre  de  recherches  pré-cliniques.  Ainsi,  la  capacité  du  FDG  à  visualiser  les  lésions
inflammatoires au sein de modèles animaux a été étudiée. L'athérosclérose a été pour la première
fois  détectée  avec  le  FDG par  sonde intravasculaire  au  niveau  d'artères  iliaques  de  lapin  dont
l'endothélium a été lésé (Lederman et al. 2001). Sur le modèle de lapin hypercholestérolémique, la
captation de FDG par l'aorte thoracique a pu être observée par imagerie PET (Ogawa et al. 2004).
Chez la souris, peu d'études utilisant le FDG pour imager les plaques ont été menées et ont montré
des résultats contradictoires (Laitinen et al. 2006; Matter et al. 2006; Laurberg et al. 2007; Rudd et
al. 2007;  Nahrendorf  et al. 2008; Zhao  et al. 2008; Silvola  et  al. 2011; Hag  et  al. 2012).  Les
résultats des études s'intéressant à la captation du FDG dans les modèles murins d'athérosclérose
sont discutés plus bas au regard des résultats de l'étude présentée ici (cf. 4.2).
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  1.2.3 La captation du FDG par le tissu adipeux brun
Le tissu adipeux brun (BAT, brown adipose tissue) est impliqué dans la thermogenèse sans frisson ;
c'est  le  mécanisme  spécifique  de  la  thermogenèse,  les  autres  étant  liés  à  l'augmentation  du
métabolisme soit  global sous contrôle  d'hormones thyroïdiennes,  soit  musculaire,  lié à  l'activité
physique  ou  aux frissons  thermiques,  soit  encore  à  la  prise  alimentaire.  L'activité  du  BAT est
régulée  par  le  système  nerveux  sympathique  et,  en  cas  d’activation,  il  peut  présenter  un
métabolisme énergétique (y compris glucidique) important  (Cannon et Nedergaard 2004). Il a été
montré que la captation de FDG dans le BAT peut être importante, aussi bien chez l’homme adulte
(Nedergaard, Bengtsson, et Cannon 2007) que chez le rongeur (Laurberg et al. 2007; Mirbolooki et
al. 2011).
  1.2.4 Objectif de l'étude
L'objectif de l'étude était d'évaluer la captation de FDG chez la souris apoE-/- présentant des lésions
athéromateuses à un stade avancé par imagerie PET/CT en utilisant une caméra dédiée à l'imagerie
du petit animal de dernière génération. Cette analyse in vivo a été complétée par une étude ex vivo
poussée  comprenant  une  évaluation  de  la  biodistribution  du  FDG  par  comptage  gamma
d'échantillons  tissulaires  et  d'organes  et  par  autoradiographie  de  coupes  de  la  crosse  aortique.
L'analyse par autoradiographie permet de discriminer et de quantifier la captation de FDG dans les
plaques d'athérome et dans le tissu artériel dépourvu de plaque mais aussi dans le BAT péri-aortique
qui se trouve directement en continuité avec l'adventice. Ainsi l'hypothèse testée dans cette étude est
qu'une  captation  importante  dans  le  BAT  péri-aortique  pourrait  potentiellement  compromettre
l'imagerie au FDG de plaques d'athérome du fait de la proximité entre ces structures.
Les animaux ont été traités de façon à optimiser la fixation dans les plaques par contraste avec les
autres tissus et notamment le tissu adipeux brun péri-aortique. Ceci inclut une période de jeûne
durant  la  nuit  précédant  l'expérimentation,  une anesthésie  au pentobarbital  sodique réalisée une
heure avant l'injection de FDG et le maintien de cette anesthésie durant la période d'accumulation
du FDG – période tout au long de laquelle l'animal a été chauffé à 37°C, i.e. température excédant
le point de consigne chez la souris – et enfin un temps final d'étude tardif pour ce traceur (3 h p.i.)
(K.-H. Lee et al. 2005; Fueger et al. 2006; Toyama et al. 2004; Rudd et al. 2007). En plus de ces
conditions, l'effet de l'administration du propranolol, bêta-bloquant non sélectif décrit pour diminuer
la captation de FDG par le BAT (Tatsumi et al. 2004), a également été évalué toujours dans le cadre
de l'optimisation des conditions pour l'imagerie des plaques d'athéromes.
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2 Matériel & Méthodes
 2.1 Molécules étudiées
La liste des peptides étudiés dans le cadre de ce travail est présentée en Tableau 1. Ces peptides sont
constitués des séquences peptidiques B2702p ou B2702p1 dérivées du peptide correspondant aux
résidus 75 à 84 de la molécule HLA-B2702 (séquence originelle : H2N-RENLRIALRY-COOH) telle
que sélectionnée dans les travaux antérieurs (Dimastromatteo 2010). Diverses modifications ont été
réalisées à l’extrémité α-amino-terminale (N-term) afin de permettre la détection des peptides par
fluorescence (ajout d’un fluorophore) ou par rayonnement gamma (ajout d’un radioélément). 
Pour la détection en fluorescence, un groupement fluorescéine de 376 Da été ajouté en N-term avec
un  espaceur  comportant  2  acides  aminés  ʺhistidine-glycineʺ  (ou  HG).  En  milieu  aqueux,  ce
groupement présente un maximum d’absorption à 494 nm et un maximum d'émission à 521 nm.
Les peptides radiomarqués au technétium-99m ont été obtenus selon 2 stratégies de marquage :
utilisation d’un cœur Tc-tricarbonyle via la méthode Isolink (kit commercial Isolink) ou utilisation
d’un cœur Tc-hydrazino par la méthode HYNIC. Afin de favoriser le radiomarquage via la méthode
Isolink, les ligands peptidiques ont été fonctionnalisés du coté N-term par une histidine sur laquelle
se complexe le technétium-99m et une glycine est ajoutée comme espaceur. La méthode HYNIC est
une  voie  alternative  pour  préparer  des  molécules  technétiées. Dans  ce  travail,  le  groupement
HYNIC est  ajouté  au  préalable  sur  les  peptides  du  côté  N-term.  Une  glycine,  jouant  le  rôle
d’espaceur, est également présente entre le groupement HYNIC et la séquence d’intérêt. La tricine a
été choisie comme coligand. Le radiomarquage au fluor-18 a été réalisé par l’ajout d'une  [18F]-
fluorobenzaldéhyde sur un précurseur oxiamine (peptide B2702p1 modifié) ; il a été réalisé au sein
de la structure recherche et développement de la société Advanced Accelerator Applications, SA.
Les différentes stratégies de radiomarquages sont détaillées plus loin (voir 2.3)
Le Tableau 1 présente les différentes séquences des peptides étudiés ainsi que leur modification du
côté N-term, leur fournisseur et les différents lots utilisés. La synthèse peptidique, effectuée par les
différents fournisseurs, est faite en phase solide selon la chimie Fmoc, à partir d'acides aminés de la
série  L ou D.  La  masse  moléculaire  théorique  des  peptides  linéaires  est  comprise  entre  1.4  et
1.9 kDa; le peptide tétramérique présente une masse moléculaire théorique de 7.2 kDa.
Le FDG est  synthétisé  par la  société  Advanced Accelerator  Applications,  SA et  utilisé  dans sa
formulation commerciale.
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Nom Séquence Origine (lot)
L-B2702p H2N–HGRENLRIALRY–COOH DCM
L-B2702p1 H2N–HGRANLRILARY–COOH
Eurogen. (1, 2,
3), DCM (4)
D-B2702p1 H2N–hgranlrilary–COOH ERAS
HYNIC-L-B2702p1 HYNIC–GRANLRILARY–COOH DCM
HYNIC-D-B2702p1 HYNIC–granlrilary–COOH AAA
Fluorescéine-L-B2702p Fluorescéine–HGRENLRIALRY–COOH DCM (1),
ERAS (2)
Fluorescéine-L-B2702p1 Fluorescéine–HGRANLRILARY–COOH DCM (1),
ERAS (2)
Fluorescéine-tetra-L-
B2702p1
Fluorescéine–K(K(RANLRILARY–COOH)×2)×2 DCM
[18F]-FBA-L-B2702p1 AAA
[18F]-FBA-D-B2702p1 AAA
2.2 Étude de la liaison des peptides à VCAM-1
  2.2.1 Analyse en SPR
Principe. La  résonance  des  plasmons  de  surface  (SPR,  surface  plasmon  resonance)  est  un
phénomène physique sur lequel est basé un système de mesure de liaison entre deux molécules
(Myszka 1997; Myszka, Jonsen, et Graves 1998). A l'interface entre deux milieux possédant des
indices  de  réfraction  différents,  un  faisceau  de  lumière  monochromatique  et  cohérente  arrivant
suivant  un  angle  supérieur  à  l'angle  limite  (dépendant  des  indices  de  réfraction  des  milieux
considérés) subit un phénomène de réflexion interne totale. Il n'y a alors pas de réfraction mais
création d'une onde évanescente qui se propage perpendiculairement à l'interface. Un feuillet d'or
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CH=NO(CH2CO)-GRANLRILARY-COOH18F
CH=NO(CH2CO)-granlrilary-COOH18F
Tableau 1. Peptides utilisés dans l'étude. Les peptides sont synthétisés à partir d'acides aminés de série 
L (majuscule) ou de série D (minuscule). HYNIC : groupement acide hydrazino-nicotinique ; DCM : 
Département de Chimie Moléculaire, Grenoble I ; ERAS : Eras Labo, SARL ; Eurogen. : Eurogentec, 
SA. ; AAA : Advanced Accelerator Applications, SA.
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localisé  à  cette  interface  peut  dissiper  une  partie  de  l'énergie  lumineuse  via un  phénomène de
résonance entre son plasmon et l'onde évanescente qui ne survient qu'à un angle précis pour des
indices de réfraction donnés. Une mesure de cet angle pour lequel on observe le phénomène de
résonance permet de suivre les changements de l'indice de réfraction, qui varie avec la masse des
molécules présentes à l'interface. Sur une surface présentant une molécule immobilisée à l'interface
(ligand), cette mesure permet de mettre en évidence la fixation de son partenaire (analyte)  via un
changement de masse (donc de l'indice de réfraction) qui va entraîner un changement de l'angle
auquel le phénomène de résonance est observé. Cet angle est exprimé en unité de résonance (RU).
L'analyse  est  effectuée  ici  par  une  mesure  de  la  réponse  lorsque  l'analyte  se  trouve  à  un  état
d'équilibre de liaison dans le système microfluidique, en fonction de la concentration en analyte. La
réponse de la  piste  présentant  le  ligand d’intérêt  immobilisé  est  soustraite  de la  piste  contrôle,
donnant ainsi un signal correspondant à la fixation spécifique. Ces données sont ajustées au modèle
de simple interaction ligand-récepteur (BIAevaluation software, Biacore) (Eq. 1) :
B(c) =
Bmax × c
KD + c
(1)
B(c) est la fixation en fonction de la concentration en analyte, Bmax la fixation maximale (toutes
deux  exprimées  en  RU),  c  la  concentration  en  analyte,  et  KD la  constante  de  dissociation  à
l'équilibre (tout deux exprimés en mol/L ou M).
Conditions  expérimentales. L'affinité  pour  les  protéines  recombinantes  VCAM-1 humaine  et
murine (R&D Systems) a été étudiée par une analyse basée sur la spectroscopie SPR (Biacore 3000,
Biacore). La protéine recombinante murine ICAM-1 (R&D Systems) a été utilisée comme contrôle
négatif.  Les  protéines  recombinantes  ont  été  immobilisées  sur  une  puce  CM5  (Biacore)  par
couplage amine suivant les recommandations du constructeur. Des solutions d'analytes (fragment
d'anticorps anti-VCAM-1 servant de contrôle et L-B2702p) à des concentrations allant de 2 nM à
740 nM dans du tampon (PBS-P20 0.005%) ont été mises en contact avec les surfaces de la puce
portant  les  ligands  immobilisés  durant  une  phase  d'association  de  180 s  avant  une  phase  de
dissociation de 180 s avec le tampon seul, puis régénération de la surface (tampon citrate pH = 2).
  2.2.2 Analyse en polarisation de fluorescence
Principe. Une molécule fluorescente peut être excitée avec un maximum d'efficacité à une longueur
d'onde  donnée  (dépendante  de  la  nature  du  fluorophore),  après  quoi  elle  retourne  à  son  état
fondamental  en  émettant  de  la  lumière  autour  d'une  longueur  d'onde  donnée.  Lorsque  cette
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molécule est  excitée par  une lumière polarisée,  la lumière émise présente également un certain
degré de polarisation suivant la liberté de rotation de la molécule en solution. La capacité rotatoire
d'une molécule seule est supérieure à celle d’un complexe où elle est liée à un partenaire ; le degré
de polarisation de la lumière émise est donc supérieur dans ce dernier cas. Ainsi la mesure de la
polarisation de  fluorescence  permet  de quantifier  l'interaction  d'une  molécule fluorescente  à  un
partenaire  (Lakowicz 2006; Sörme  et al. 2003). L'analyse présentée ici a été effectuée pour des
concentrations croissantes du ligand (partenaire d'interaction du peptide fluorescent) par mesure de
l'intensité de fluorescence suivant une polarisation parallèle et perpendiculaire à la polarisation de la
lumière émise. Les valeurs de polarisation sont données par :
P =
( Ipar − Iper)
( Ipar + Iper)
(2)
où P est  la polarisation,  Ipar l'intensité de la lumière émise suivant une polarisation parallèle au
faisceau incident et Iper l'intensité du la lumière émise suivant une polarisation perpendiculaire au
faisceau  incident : un  facteur  d'homogénéisation,  constant  pour  une  expérience  donnée,  a  été
appliqué  à  P suivant  l'ajustement  du  gain  des  photomultiplicateurs  recueillant  la  fluorescence
suivant les deux vecteurs de polarisation de façon à obtenir une valeur basale de 35 mP. Dans les
conditions  contrôles,  un  volume équivalent  de  tampon  de  dilution  du  ligand  a  été  ajouté  à  la
solution contenant la molécule à titrer. Les données de polarisations en fonction de la concentration
en ligand titré ont été systématiquement testées pour ajustement au modèle d'interaction ligand-
récepteur suivant l’équation 3 (Slide Write Plus) :
P(c)= P0
(Pmax − P0) × c
KD + c
(3)
où P(c) est la polarisation en fonction de la concentration ligand, P0 la polarisation basale de la
solution de peptide fluorescence, Pmax la polarisation maximale (exprimés en mP), c la concentration
en ligand et KD constante de dissociation à l'équilibre (toutes deux exprimés en M).
Conditions expérimentales. L'affinité des peptides L-B2702p, L-B2702p1 et du tétrapeptide L-
B2702p1 couplés à un fluorophore (la fluorescéine) pour les molécules recombinantes VCAM-1 et
Hsp70 a été étudiée dans différentes conditions expérimentales. Les expériences ont été effectuées
sur les polarimètres LS50 (Perkin Elmer) ou POLARstar Omega (BMG Labtech) dans les tampons
TBS, HEPES/NaCl 50 mM ou HEPES/KCl 50 mM. Différentes concentrations en (tétra)peptides
ont été testées, allant de 350 à 36 nM. Enfin, le ligand était soit la molécule recombinante VCAM-1
humaine ou murine (R&D Systems) soit  la  molécule recombinante humaine Hsp70 (Enzo Life
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Science) systématiquement utilisée à partir de leur formulation concentrée (1 mg/mL ou plus) afin
obtenir des gammes de concentrations ayant pour concentration maximale 1.5–2.9 µM (selon les
expériences)  avec  une  faible  variation  de  volume.  La  mesure  de  la  polarisation  était  effectuée
plusieurs minutes après ajout du ligand titré. Ces conditions sont résumées dans le Tableau 2.
Appareil Tampon
Concentation maximale
de la molécule titrée (µM)
Concentation solution titrée (nM)
VCAM-1 Hsp70
Fluorescéine-
L-B2702p
Fluorescéine-
L-B2702p1
Fluorescéine-
tetra-L-B2702p1
 Polarimètre
LS50
HEPES/NaCl 50 mM 1.9 79
HEPES/NaCl 50 mM 2.4 36
HEPES/NaCl 50 mM 1.8 93
POLARstar
Omega
TBS 0.5 300
TBS 1.5 38
HEPES/NaCl 50 mM 2.0 3.0 350 32
HEPES/KCl 50mM 2.0 2.0 109 82 66
HEPES/KCl 50mM 2.9 213
  2.2.3 Analyse par saturation de liaison de molécules radiomarquées
Principe. L'analyse de liaison par saturation peut être effectuée directement en immobilisant le
ligand sur une surface et en incubant puis en dosant (mesure de la radioactivité) le partenaire de
liaison radioactif à des concentrations croissantes. L'obtention du signal de liaison spécifique se fait
en soustrayant  à la  fixation totale  l'activité mesurée dans les  conditions contrôles (fixation non
spécifique).  Le  signal  de  fixation  spécifique  peut  être  ajusté  au  modèle  d'interaction  ligand-
récepteur à l'équilibre (Limbird 2004) :
B(c) =
Bmax × c
KD + c
(1)
où B(c) est la fixation spécifique en fonction de la concentration en molécule radiomarquée, Bmax la
fixation maximale (exprimée en cpm, count per minute), c la concentration en molécule radioactive
et KD la constante de dissociation à l'équilibre (exprimés en M).
Conditions  expérimentales. Les  expériences  de  liaison  par  saturation  ont  été  réalisées  en
immobilisant la protéine recombinante VCAM-1, le ligand des molécules à tester, par adsorption
(100 µL de solution à 1 µg/mL dans un tampon PBS, adsorbé pendant une nuit à 4°C), dans les
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Tableau 2. Conditions expérimentales utilisées lors des expériences de polarisation de fluorescence. 
L'appareil et le tampon de dillution utilisés lors des différentes expériences sont présentés, ainsi que la 
concentration en peptide de la solution titrée et la concentration maximale en molécule titrée.
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puits d'une plaque 96-puits ; des puits incubés avec une solution de PBS seul ou adsorbés avec une
protéine non ciblée par les ligands servent de contrôle. Une étape de blocage est réalisée afin de
minimiser la fixation non spécifique (différentes conditions ont été testées : solution sérum 10 %,
BSA 2 %, temps d'incubation 1 h, 3 h à température ambiante), puis l'incubation de la molécule
radiomarquée à des concentrations croissantes (1h à température ambiante) est effectuée. Une fois
l'incubation terminée, on considère que l'interaction entre la molécule et son ligand est à l'équilibre.
Une étape de lavage permet de supprimer une partie du signal non spécifique. L'activité des puits
est alors comptée (Cobra II auto-gamma, Packard) et soustraite à l'activité présente dans les puits
contrôles  afin  de  rendre  compte  uniquement  de la  fixation  spécifique.  Cette  valeur  de  fixation
spécifique est alors ajustée au modèle de simple interaction ligand-récepteur à l'équilibre (Eq. 1) en
utilisant un logiciel permettant l'ajustement à des modèles non linéaires (Slide Write Plus). Toutes
les molécules évaluées ont montré une bonne stabilité radiochimique dans leur milieu de marquage
(cf. 3.2).
 2.3 Radiomarquage et analyse de stabilité des peptides
  2.3.1 Stratégies de radiomarquage au technétium-99m
   2.3.1.1 Méthode Isolink
Le radiomarquage des peptides synthétisés avec une histidine en position N-terminale s’effectue par
méthode  Isolink,  en  2  étapes  successives.  Une  première  étape  consiste  à  former  le  précurseur
tricarbonyle ([99mTc-(H2O)3(CO)3]+)  via le kit commercial Isolink. Au cours de la seconde étape le
précurseur  tricarbonyle échange  rapidement  ses  molécules  d’eau  avec  les  ligands  donneurs,
notamment l’histidine. Les sites potentiels de coordination du  99mTc sont l’azote présent dans le
cycle de l’imidazole, le groupement amine en N-terminal et également le groupement NH amide de
la liaison peptidique.
La  préparation  du  précurseur  tricarbonyle  est  effectuée  par  ajout  au  kit  commercial  Isolink
(Mallinckrodt)  de  2200  à  3700 MBq  d’un  éluat  frais  de  pertechnétate  de  sodium  (issu  d’un
générateur  99Mo/99mTc).  Le volume final  est  de  1 mL. La solution est  chauffée à  95°C pendant
20 min dans un bloc chauffant pour former le précurseur tricarbonyle. La solution très basique est
neutralisée à pH 7-8. Dans un second temps, le ligand peptidique est incubé avec le précurseur
tricarbonyle.  Ainsi,  370-444 MBq  de  précurseur  Tc-tricarbonyle  sont ajoutés  à  50–200 µg  de
produit.  Après  incubation  30 min à  60°C  et  refroidissement,  la  pureté  radiochimique  (RCP,
radiochemical purity) est déterminée par radio-HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
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   2.3.1.2 Méthode HYNIC
Le 6-hydrazino nicotinamide (HYNIC) est un chélateur bifonctionnel utilisé pour le radiomarquage
au technétium-99m. Dans cette approche il est nécessaire d’utiliser un coligand afin de compléter la
sphère de coordination du technétium. Dans cette étude, la tricine a été choisie comme coligand et
les peptides d’intérêt ont été synthétisés au préalable avec le groupement HYNIC.
Le radiomarquage est effectué avec 10–200 µg de peptide-HYNIC incubé en présence de tricine
(100 mg/mL),  de  185 MBq  d’un  éluat  frais  de  pertechnétate  de  sodium (issu  d’un  générateur
99Mo/99mTc),  de  chlorure  d'étain  dans  du  HCl  0.04 N  (0.8 mg/mL)  et  d’un  tampon  acétate
d’ammonium 0.25 M à pH = 5.5. La cinétique de réaction se fait à température ambiante pendant
20 min. Après radiomarquage, la pureté radiochimique est déterminée par radio-HPLC.
  2.3.2 Stratégies de radiomarquage du fluor-18
Le  radiomarquage  des  peptides  au  fluor-18  est  effectué  par  la  société  Advanced  Accelerator
Applications. Brièvement, les peptides précurseurs porteurs d'un groupement oxime en N-terminal
sont  mis  en  présence  de  [18F]-fluorobenzaldéhyde  (préalablement  synthétisé  par  réaction  de
fluoration de son propre précurseur, 10 min, 90°C) durant 20 min à 110°C. L'analyse de la  pureté
radiochimique par radio-HPLC est effectuée à la réception du produit.
  2.3.3 Analyse par radio-HPLC
La pureté radiochimique des différentes molécules radiomarquées (au technétium-99m ou au fluor-
18), leur stabilité dans le milieu de marquage ainsi que leur stabilité in vitro et in vivo est suivie par
HPLC (Shimadzu) en phase inverse équipée d’un radiodétecteur (γ-RAM Model 4, LabLogic). Les
molécules radiomarquées sont éluées sur une colonne en phase inverse (silice greffée C18).  Les
conditions  de  radio-HPLC  sont  ajustées  en  fonction  des  molécules  étudiées  avec  un  gradient
d’élution constitué par 2 éluants A et B, à un débit de 1 mL/min. L’éluant A contient 0.1 % d'acide
trifluoroacétique (TFA, trifluoroacetic acid) et l’éluant B est un mélange acétonitrile-eau (90:10 ;
v/v) contenant 0.1 % TFA.
  2.3.4 Analyse de stabilité dans le milieu de marquage
La stabilité dans le milieu de marquage est étudiée au cours du temps en conservant le marquage à
température  ambiante.  La  pureté  radiochimique est  alors  contrôlée  immédiatement  et  6 h après
radiomarquage selon les conditions habituelles de radio-HPLC. 
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  2.3.5 Analyse de stabilité in vitro par incubation dans du sang
La stabilité des peptides radiomarqués a été étudiée in vitro par incubation dans du sang de souris
ou humain. Le produit technétié ou fluoré a été incubé à 37°C dans du sang de souris ou humain
dans un rapport inférieur à 1/10 (37 MBq/mL) et  analysé par radio-HPLC aux différents temps
choisis (30 min, 60 min, 90 min, 120 min et 180 min) en prélevant un aliquot de sang de 50-150 µL.
Un prélèvement immédiatement après la mise en contact avec le sang et sans incubation à 37°C est
défini comme le temps initial (0 min). Pour chacun des prélèvements, une première centrifugation
(2 min à 4000 g) permet de séparer le plasma des cellules sanguines. Pour éliminer les protéines
plasmatiques, le plasma est soit filtré sur une membrane (NanoSep 30K oméga, Pall Life sciences)
soit  additionné  d'acide  trichloroacétique  (TCA,  trichloroacetic  acid)  et  rapidement  centrifugé
15 min ou 3 min à 3000 rpm. L'activité liée aux cellules sanguines, aux protéines plasmatiques ainsi
que  l'activité  restante  dans  le  plasma (fraction  libre  du plasma)  sont  comptées.  La  stabilité  du
traceur  est  alors  appréciée  en  analysant  la  fraction  libre  du  plasma  par  radio-HPLC  dans  les
conditions habituelles.
  2.3.6 Analyse de stabilité in vivo
La stabilité des peptides radiomarqués est également étudiée  in vivo chez la souris. Pour cela, le
peptide technétié ou fluoré est injecté à l’animal par la veine caudale. Après le temps d’incubation
choisi  pour l'analyse,  l'animal anesthésié est  euthanasié par dislocation cervicale  et  du sang est
prélevé  par  ponction  cardiaque  avec  une  seringue  héparinée.  Ensuite,  de  manière  similaire  à
l’analyse in vitro par incubation dans du sang, l'échantillon sanguin est centrifugé (2 min, 4000 g) et
le plasma filtré ou précipité au TCA. L'activité des 3 fractions est mesurée et la fraction libre du
plasma étudiée par radio-HPLC. L'analyse de l'urine prélevée après euthanasie se fait directement
par radio-HPLC.
  2.3.7 Analyse des radiochromatogrammes
L'acquisition et l'analyse des radiochromatogrammes sont effectuées en utilisant le logiciel Laura
(LabLogic). Après correction du bruit de fond lorsque cela est nécessaire, les aires d'intérêt sont
tracées sous les pics d'activités majoritaires et les aires sous la courbe sont intégrées. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de l'aire d'intérêt par rapport à l'ensemble des aires intégrées.
 2.4 Étude sur souris apoE-/-
  2.4.1 Animaux et protocole expérimental des études sur les peptides
Des souris femelles apoE-/- (n = 29) sont reçues à 6 semaines (Charles-River, France). Ces animaux
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sont nourris avec un régime standard (Safe) durant l'ensemble du protocole. Après une semaine de
stabulation,  les  animaux  subissent  la  ligature  d'une  carotide  (gauche),  alors  que  la  carotide
controlatérale (droite) est préservée. Trois semaines après l'intervention, les animaux, alors âgés de
10 semaines,  sont  inclus  dans  le  protocole expérimental  destiné à  évaluer  le  peptide [99mTc]-L-
B2702p1 (radiomarqué par la méthode Isolink) in vivo et ex vivo.
Le peptide [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink) ainsi que le peptide [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1
sont étudiés dans le modèle de souris  apoE-/- sous régime hypercholestérolémiant.  Les animaux
(n = 3 pour chaque peptide, soit n = 6) sont inclus dans le protocole expérimental à l'âge de 35 ± 2
semaines, après avoir été nourris avec un régime hypercholestérolémiant (Western Avogadro, Safe)
durant  les  11 ± 1 semaines  précédant  l'expérimentation.  Les deux protocoles expérimentaux qui
viennent d'être mentionnées sont détaillés ci-dessous.
   2.4.1.1 Ligature carotidienne
Les animaux sont anesthésiés par injection intra-péritonéale d'une solution de kétamine-xylazine
(100 mg/kg de  kétamine  et  10 mg/kg de  xylazine)  et  analgésiées  par  injection  sous-cutanée  de
carprofène 4 mg/kg. Une incision para-médiane gauche est effectuée sur la face ventrale de la souris
au niveau cervical et les tissus sont délicatement écartés jusqu'à ce que l'artère carotide commune
gauche soit apparente. L'artère est isolée des tissus adjacents (notamment du nerf vague) et un fil
chirurgical Sofsilk 5-0 est passé autour de la carotide. Le fil est remonté du côté crânial jusqu'à la
bifurcation carotidienne où il  est  serré, entraînant une cessation du flux sanguin.  L'incision des
plans cutanés est refermée par deux points de suture puis l'effet de l’anesthésique est antagonisé par
une injection sous-cutanée d’atipamezole 1 mg/kg.
   2.4.1.2 Protocole expérimental d'étude de [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink) 
dans le modèle de souris apoE-/- avec ligature carotidienne
Cette étude présente cinq séries expérimentales où trois semaines après la chirurgie, les animaux
sont  inclus  dans  le  protocole  d'étude  (n = 6,  6,  4,  7  et  6  pour  les  séries  expérimentales
indépendantes). Ces séries expérimentales sont réalisées dans des conditions très similaires à celles
de l'étude dite historique (Dimastromatteo 2010). Une solution de peptide L-B2702p1 radiomarqué
au technétium-99m par la méthode Isolink est injectée dans une veine latérale de la queue. La dose
injectée des différentes séries est présentée sur le Tableau 3 (partie 3.3). Les lots de peptides utilisés
(lot #2, #3 ou #4) et les séries expérimentales indépendantes (1 avec les lots #2, 3 avec le lot #3 et 1
avec le lot #4) sont également présentées sur le Tableau 3. Deux heures après injection (p.i.), les
animaux  sont  anesthésiés  sous  isoflurane  2%  (Baxter).  Une  acquisition  SPECT/CT  ou  une
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acquisition planaire sont réalisées entre 2 et 3 h p.i. À 3 h p.i., les animaux encore sous anesthésie
sont euthanasiés par dislocation cervicale ou par injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique
(~300 µL à 54,7 mg/mL) et une étude  ex vivo de biodistribution par prélèvement d'organes et de
tissus (comprenant le prélèvement des carotides lésées et contrôles) est réalisée.
   2.4.1.3 Protocole expérimental d'étude des peptides [99mTc]-L-B2702p1 (marquage 
Isolink) et [99mTc]-D-HYNIC-B2702p1 dans le modèle de souris apoE-/- sous régime 
hypercholestérolémiant
Les peptides L-B2702p1 & HYNIC-D-B2702p1 radiomarqués au technétium-99m par la méthode
Isolink et par la méthode HYNIC respectivement ont été évalués dans le modèle de souris  apoE-/-
sous  régime  hypercholestérolémiant  in  vivo et  ex  vivo suivant  deux  protocoles  sensiblement
différents.
Pour le peptide L-B2702p1 (provenant du lot #3 et radiomarqué au 99mTc par la méthode Isolink),
les animaux sont anesthésiés sous isoflurane 2% à 2 h p.i. avant d'être imagés par une acquisition
SPECT/CT d'une heure et  euthanasiés par dislocation cervicale 3 h p.i.  Une analyse  ex vivo est
réalisée  par  étude  de  biodistribution  par  prélèvement  de  tissus  et  organes  –  comprenant  le
prélèvement de l'aorte et l'étude de la fixation au sein des différents segments aortiques, également
évalués pour l’étendue des lésions présentes par segment.
Pour  le  peptide  [99mTc]-D-HYNIC-B2702p1,  deux  des  trois  animaux  sont  immédiatement
anesthésiés à l'isoflurane 2% après injection et imagés par une série d'acquisition SPECT/CT durant
3 h, tandis que le dernier animal n'est imagé qu'entre 135 et 180 min p.i. À 3 h p.i., les animaux sont
euthanasiés  par  dislocation  cervicale  et  une  analyse  de  biodistribution  ex  vivo est  réalisée,
comprenant le prélèvement des tissus et organes d'intérêt ainsi que l'analyse par autoradiographie
des segments d'aortes.
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  2.4.2 Animaux et protocole expérimental de l'étude FDG
Vingt-deux  (22)  souris  femelles  apoE-/- âgées  de  36 ± 2  semaines  et  nourries  avec  un  régime
hypercholestérolémiant (Western Avogadro chow, Safe) pendant 24 ± 6 semaines ont été utilisées
pour l'étude. L'expérimentation a été précédée d'une période de jeûne d'une nuit (14 h). Le FDG
(12 ± 2 MBq) a été administré par une injection dans la veine caudale (i.v.). Les animaux du groupe
A (groupe contrôle,  n = 7)  ont  été  injectés  vigiles et  maintenus à  température ambiante (24°C)
pendant la période d'accumulation. À 135 min p.i., ces animaux ont été anesthésiés à l'isoflurane 2%
dans un mélange air-oxygène 1:1 (Minerve) pour permettre l'imagerie. Les animaux des groupe B
(n = 7) et C (n = 6) ont été anesthésiés une heure avant l'injection de FDG avec 0.055 mg/kg de
pentobarbital  sodique  (Ceva  Santé  Animale)  administré  par  voie  intra-péritonéale  (i.p.).
Immédiatement après anesthésie, les animaux du groupe C ont reçu 10 mg/kg de propranolol i.p
(Sigma-Aldrich).  Les  animaux  des  deux  groupes  ont  été  placés  sur  un  lit  chauffé  à  37°C  et
supplémenté  en  oxygène  (Minerve)  et  l'anesthésie  a  été  maintenue  par  une  infusion  i.p.  de
pentobarbital sodique à 0.020 mg/kg/h. La profondeur de l'anesthésie a été vérifiée par monitoring
respiratoire et cardiaque (SA Instruments) ainsi qu'en testant les réflexes de retrait. Des mesures de
glycémie (ACCU-CHEK, Robé Médical) ont été réalisées avant la mise à jeun des animaux, juste
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Figure 2. Schéma du protocole expérimental suivi au cours de l'étude de la captation du FDG sur le 
modèle de souris apoE-/- âgées de 36 semaines et nourries avec un régime hypercholestérolémiant.
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avant  l'injection  de  FDG  et,  pour  les  groupes  B  et  C,  avant  l'induction  de  l'anesthésie.  Pour
l'ensemble des animaux de l'étude FDG, une acquisition PET de 30 min a été réalisée à 150 min p.i.
et  les  animaux ont  été  euthanasiés  3 h après  l'injection  de  FDG par  dislocation  cervicale  sous
anesthésie. Une analyse de biodistribution  ex vivo a été réalisée, comprenant le prélèvement des
tissus  et  organes  d'intérêt  ainsi  que  le  prélèvement  de  la  crosse  aortique  étudiée  par
autoradiographie. Un schéma du protocole expérimental est présenté en Figure 2.
  2.4.3 Imagerie
   2.4.3.1 Imagerie SPECT/CT
Paramètres d'imagerie. Les animaux anesthésiés sont placés sur un lit chauffé et une acquisition
par  tomographie  d'émission  monophotonique  (SPECT,  Single  Photon  Emission  Computed
Tomography) corps entier ou focalisée sur la région cervicale est effectuée. Il s'agit d'acquisitions
hélicoïdales  effectuées  sur  le  système  avec  4  têtes  d'acquisitions  (nanoSPECT/CT,  Bioscan)
équipées de collimateurs sténopés comprenant 9 ouvertures de 1.4 mm de diamètre (collimation
haute  sensibilité)  ou  10  ouvertures  de  1.2 mm  de  diamètre  (collimation  haute  résolution).
L'acquisition est effectuée par 24 projections de durée variable et ajustée pour atteindre la durée
d'acquisition  souhaitée.  Dans  tous  les  cas,  les  repères  anatomiques  sont  obtenus  grâce  à  une
acquisition  tomographique  hélicoïdale  aux  rayons  X  (CT,  Computed  Tomography),  réalisée
généralement juste avant l'acquisition SPECT avec les paramètres suivants : 240 projections, 500 ou
1000 ms  par  projection,  pitch = 1,  binning 1:4,  45 kVp.  Les  acquisitions  CT  et  SPECT  sont
reconstruites en utilisant les algorithmes proposés par le constructeur avec les logiciel InVivoScope
et HiSPECTng, respectivement. Les images sont fusionnées et quantifiées en traçant des volumes
d'intérêt (VOI,  volumes of interest) sur les zones à quantifier en utilisant le logiciel InVivoScope
versions 1.3 et supérieures (Bioscan).
Modèle  de  ligature  carotidienne. L'étude  du  peptide  [99mTc]-L-B2702p1  radiomarqué  par  la
méthode Isolink sur le modèle de ligature carotidienne est réalisé en imagerie SPECT/CT hormis
dans le cas de la série expérimentale Lot #3 série 3. L'acquisition corps entier ou focalisée sur la
région cervicale (suivant les séries expérimentales) est réalisée sur une durée de 60 min avec pour
temps  final  3 h p.i..  Les  images  sont  quantifiées  avec  un  premier  VOI  tracé  sur  la  zone  qui
correspond anatomiquement  au site  de  ligature  de  la  carotide  et  qui  présente  un  maximum de
fixation focale – cette zone est considérée comme le reflet de l'activité lésionnelle in vivo – et un
seconde VOI, symétrique au premier par rapport  à l'axe sagittal médian de l'animal,  considérée
comme contrôle. Le ratio lésion sur contrôle est ainsi déterminé in vivo.
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Modèle de souris sous régime hypercholestérolémiant. Pour les études sur modèle de souris
sous régime hypercholestérolémiant, des acquisitions corps entier sont effectuées. Dans le cas de
l'étude de [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink), une acquisition unique est effectuée entre 2 et
3 h p.i.
Dans le cas de l'étude du peptide [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1, deux des trois animaux étudiés ont
fait  l'objet  d'acquisitions  dynamiques  décomposées  en  une  série  de  cinq  acquisitions  SPECT
consécutives (durée :  15, 30 et 45 min) se terminant 15, 45, 90, 135 et  180 min p.i. ;  le dernier
animal a été imagé par une acquisition SPECT de 45 min se terminant à 180 min p.i. Des VOI ont
été tracés sur les principaux organes ainsi que sur la partie supérieure du médiastin présentant un
hypersignal au CT et identifié comme la crosse aortique, permettant ainsi une étude dynamique de
la biodistibution de la molécule radioactive in vivo.
Quantification. La  quantification  des  images  SPECT/CT  est  réalisée  en  utilisant  le  logiciel
InVivoScope versions 1.3 et supérieures (Bioscan). L'activité mesurée dans les tissus est corrigée de
la décroissance, ramenée au volume du VOI mesuré et à la dose injectée ; elle est exprimée en
pourcentage de la dose injectée par cm3 (ou mL) de tissus (%ID/mL), suivant la formule (Eq. 4) :
Activité tissu DI/ mL =
Activité tissu MBq / Volume tissu mL 
Dose injectée MBq 
× 100 (4)
   2.4.3.2 Imagerie PET/CT
Les acquisitions double modalité PET/CT corps entier ont été réalisées sur un système dédié à
l'imagerie du petit animal (caméra nanoPET/CT, Bioscan). Les acquisitions PET de 10, 15 et 20 min
pour les temps précoces ou 30 min pour le temps final ont été réalisées avec un mode de détection
de coïncidences de '1-3'. La reconstruction a été réalisée en utilisant l'algorithme constructeur 2D
OSEM (Nucline 1.07 ou plus, Bioscan). Des acquisitions CT ont été réalisées en série avec les
acquisitions  PET.  Ces  acquisitions  consistent  en  180 projections  hélicoïdales  d'un  pitch = 1  de
600 ms, avec la source de rayons X à 45 kVp et un mode de binning 1:4. La reconstruction a été
réalisée en utilisant l'algorithme constructeur avec un filtre Butterworth (InVivoScope versions 1.44
et supérieures, Bioscan).
Les images PET/CT fusionnées ont été quantifiées en traçant un VOI de taille constante (7.5  mm3)
sur la partie supérieure du médiastin présentant un hypersignal au CT, identifié comme la crosse
aortique  (InVivoScope  versions  1.3  et  supérieures,  Bioscan)  ainsi  que  sur  l'aorte  thoracique
descendante. L'activité mesurée dans les tissus a été ramenée au volume du VOI mesuré et à la dose
injectée (%ID/mL) ; cette valeur a été ramenée au poids de la souris, donnant ainsi une valeur en
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SUV (standardized uptake value), suivant la formule (Eq. 5) :
Activité tissu (SUV) =
Activité tissu (MBq ) / Volume tissu (mL)
Dose injectée (MBq)
× Masse Corporelle(g) (5)
  2.4.4 Étude de biodistribution ex vivo
Biodistribution  par  prélèvement  de  tissus  et  d'organes. Après  euthanasie,  les  principaux
organes et tissus des animaux sont prélevés. Dans le modèle de ligature carotidienne, la carotide
ligaturée (assimilée à la lésion) et la carotide controlatérale (contrôle) sont également prélevées.
Pour l'étude de L-B2702p1 radiomarqué à l'Isolink, l'aorte est prélevée, soigneusement nettoyée et
subdivisée en 12 segments auquel une note est attribuée suivant l'étendue des lésions (0 à 3)  ; les
segments notés 3 sont assimilés à la lésion et les segments notés 0 sont considérés comme le tissu
vasculaire contrôle. Les échantillons prélevés sont pesés et leur activité est mesurée (Cobra II auto-
gamma, Packard). L'activité est corrigée du bruit de fond, de la décroissance, rapportée à la masse
de tissu et à la dose injectée et est exprimée en pourcentage de la dose injectée par gramme de tissu
(%ID/g), suivant la formule (Eq. 6) :
Activité tissu (%ID /g)=
Activité tissu (MBq ) / Masse tissu (g)
Dose injectée (MBq )
× 100 (6)
Alternativement,  pour une comparaison homogène avec les  valeurs de quantification d'imagerie
exprimées en SUV, les valeurs de captation tissulaire peuvent également être rapportés au poids des
animaux, donnant ainsi une valeur en DUR (differential uptake ratio) suivant la formule (Eq. 7) :
Activité tissu (DUR)=
Activité tissu (MBq) / Masse tissu (g )
Dose injectée (MBq)
× Masse Corporelle (g) (7)
Coupes tissulaires et autoradiographie. Afin de valider l'expression de VCAM-1 dans le modèle
animal  par  marquage  immunohistochimique,  certaines  artères  carotidiennes  sont  récupérées  et
placées dans un moule contenant du gel pour congélation (Tissue-Tek), puis congelées dans du 2-
méthylbutane refroidi dans de l'azote liquide. Dans le cas du peptide [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1,
l'aorte est récupérée, rapidement nettoyée et coupée en segments. Ces segments sont inclus dans un
bloc de Tissue-Tek puis congelés dans du 2-méthylbutane refroidi dans de l'azote liquide et des
coupes de 20 µm d'épaisseur sont réalisées (HM505E, Microm). Ces coupes sont exposées sur un
écran  autoradiographique  (08SR2025,  Fujifilm)  pendant  une  durée  de  15 h.  L'écran
autoradiographique  est  lu  sur  un  phosphorimager  (BAS-5000,  Fujifilm)  en  utilisant  le  logiciel
Image Reader (Fujifilm) et analysé sur le logiciel Image Gauger (Fuji). Des régions d'intérêt (ROIs,
regions of interest) sont tracées sur les lésions athéromateuses (lésions) ainsi  que sur les parois
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aortiques  saines  (contrôle).  Les  résultats  sont  corrigés  du  bruit  de fond et,  grâce  à  l'utilisation
d'échantillons tissulaires d'activité connue (dont l'activité a également été quantifiée), l'activité est
convertie en %ID/g de façon similaire à ce qui est présenté pour l'étude FDG (voir ci-dessous).
Dans tous  les  cas,  les  ratios  lésion-sur-contrôle  et  lésion-sur-sang sont  calculés  à  partir  de ces
données ex vivo.
Dans  le  cas  de  l'étude  FDG,  après  euthanasie,  des  échantillons  de  tissus  et  d'organes  ont  été
prélevés, pesés et leur activité comptée (Cobra II autogamma, Packard). La crosse aortique a été
prélevée et congelée dans du Tissue-Tek avec d'autres échantillons de tissus d'activités connues dans
du  2-méthylbutane  refroidi  à  -40°C.  Des  coupes  de  8  et  20 µm  d'épaisseur  ont  été  obtenues
(HM505E,  Microm) ;  les  coupes  de  20 µm  ont  été  exposées  sur  un  écran  d'autoradiographie
(08SR2025, Fuijfilm) avant d'être analysées par un phosphorimager (BAS-2500, Fujifilm). Après
l'exposition,  ces  coupes  sont  colorées  par  une  coloration  trichrome  HES  (Haematoxylin,
Erythrosine, Safran) alors que les coupes adjacentes servent au marquage immunohistochimique.
Après  coloration  histologique  trichrome  HES,  les  coupes  exposées  en  autoradiographie  sont
numérisées (Discovery.V8, Zeiss) et des zones d'intérêt correspondant aux lésions athéromateuses,
au tissu vasculaire sain et à la graisse brune péri-aortique sont tracées sur les images. Les images
histologiques sont fusionnées avec les images autoradiographiques (Gimp 2.6.8) et les ROI sont
utilisées  pour  quantifier  l'activité  présente  dans  les  structures  correspondantes  sur  l'image
autoradiographique (ImageJ 1.46). Par ailleurs, des échantillons de tissus d'activités connues ont
également  été  quantifiés  de  la  même façon afin  de  permettre  la  conversion  entre  PSL/mm²  et
MBq/g ; cette conversion est réalisée en utilisant la valeur obtenue après régression linéaire des
valeurs  d'activité  en  PSL/mm²  et  MBq/g  avec  une  ordonnée  à  l'origine  nulle  (Figure 3).  Une
méthodologie similaire utilisant des échantillons de référence pour réaliser une quantification des
acquisitions autoradiographiques a été décrite précédemment (Matter et al. 2006).
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Figure 3. Exemple de conversion entre PSL/mm² 
et MBq/g réalisée pour chaque quantification 
d'autoradiographie grâce à des échantillons de 
tissus d'activités connues.
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  2.4.5 Immunohistochimie
Le marquage immunohistochimique de VCAM-1 est réalisé sur des coupes de 8 µm obtenues avec
un cryostat  (HM505E, Microm) à partir  de blocs contenant les carotides ligaturées et  contrôles
ainsi que des coupes d'aorte de souris apoE-/- nourries avec un régime hypercholestérolémiant.
Après fixation des coupes dans de l'acétone à -20°C pendant 5 min, le blocage des peroxydases
endogènes est réalisé en plaçant les lames dans une solution aqueuse de H2O2 à 0.45% sur 15 min à
20°C. Suit une étape de blocage : solution PBS, gélatine de peau de poisson (FSG) 0.5%, sérum
d'âne 10% et solution d’avidine block (Vector Lab Inc.), 1 h à 20°C. L'incubation de 0.5 µg/mL
d'anticorps primaire polycolonal produit chez la chèvre et dirigé contre VCAM-1 (sc-1504 (C-19),
Santa-Cruz Biotechnology), dilué dans un tampon similaire à la solution de blocage mais où la
solution d’avidine block est remplacée par celle de biotine block (Vector Lab Inc.),  est réalisée
pendant 18 h à 4°C. L'incubation de 4.8 µg/mL d'anticorps secondaire – polyclonal biotinylé produit
chez l'âne et dirigé contre les IgG de chèvre (Jackson ImmunoResearch), dilué dans du PBS-FSG
0.5%-sérum 10% – se fait pendant 1 h à 20°C. Enfin, le complexe avidine-biotine lié à l'activité
peroxydase (Vectastain ABC kit, Vector Lab Inc.) est incubé (1 h, 20°C) et le marquage est révélé
par un chromogène sensible à l'activité peroxydase : le 3,3'-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride
(Peroxydase substrate kit DAB, Vector Lab Inc.) incubé 5 min à 20°C. Une contre-coloration à
l'hématoxyline est effectuée.
Le marquage des macrophages du tissu adipeux brun a été réalisé sur des coupes de tissu congelé de
8 µm d'épaisseur  de  crosse  aortique  prélevée  sur  les  animaux  de  l'étude  FDG en  utilisant  des
anticorps anti-F4/80 et anti-uncoupling protein 1 (UCP-1), respectivement, suivant un protocole très
similaire à celui utilisé pour le marquage de VCAM-1. Brièvement, après fixation par un bain de
méthanol-acétone 1:1 ou à l'acétone -20°C, le blocage des peroxydases endogènes est réalisé avec
du  H202 à  0.45%.  Après  une  étape  de  blocage  utilisant  le  sérum  approprié  (1 h,  température
ambiante),  l'anticorps  primaire  (anti-F4/80,  1:200,  eBioscience  ou  anti-UCP-1,  1:500,  sc-6528
(C17),  Santa  Cruz  Biotechnology)  est  incubé  pendant  une  nuit  à  4°C.  L'anticorps  secondaire
approprié (simple stain mouse MAX PO (rat), N-Histofine ou Jackson ImmunoResearch) est incubé
(30 min et 1 h, température ambiante) avant la révélation réalisée par le kit Histogreen (Histoprim)
ou l'incubation successive de solution ABC et DAB (Vector  Lab Inc.)  et  la  contre-coloration à
l'hématoxyline.
La spécificité des marquages a été systématiquement vérifiée par omission d'anticorps primaire sur
des lames contrôles. Les images ont été numérisées par acquisition avec un système photographique
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lié à une loupe binoculaire (Discovery.V8, Zeiss) ou microscope optique (BX41,  Olympus).
 2.5 Analyse statistique
Les valeurs numériques sont exprimées sous forme de moyenne ± écart type. Le test de Levene ou
de Fisher est réalisé pour déterminer s’il y a égalité des variances. Suivant si les variances sont
égales ou non, les tests  non paramétriques :  test t  de Student pour données appariées et  test  de
Mann-Whitney sont respectivement réalisés (PSPP 0.7.8, LibreOffice 4.0) pour rendre compte de la
significativité des résultats. La significativité des coefficient de corrélations de Pearson a également
été testée (Soper 2013). Une valeur de P de 0.05 ou inférieure est considérée comme statistiquement
significative.
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3 Résultats
 3.1 Analyse de liaison des peptides à VCAM-1
  3.1.1 Analyse en SPR
   3.1.1.1 Validation de la méthode – liaison de dérivés d'anticorps à VCAM-1
L'analyse en spectroscopie SPR a permis de mettre en évidence une cinétique rapide de fixation
entre le fragment d'anticorps anti-VCAM-1 servant de contrôle et la molécule recombinante murine
VCAM-1 immobilisée, l'équilibre étant atteint en moins de 180 s quelque soit la concentration en
analyte (Figure 4A). La réponse à l'équilibre en fonction de la concentration en analyte a pu être
ajustée  au  modèle  d'interaction  ligand-récepteur  sur  deux  expériences  indépendantes  avec  une
concentration finale en analyte de 50 nM (Figure 4B). L'affinité a ainsi été mesurée à 8.6 ± 0.4 nM.
   3.1.1.2 Analyse du peptide L-B2702p
L'analyse  de  la  liaison  du  peptide  L-B2702p  aux  protéines  recombinantes  humaine  et  murine
VCAM-1  immobilisées  a  été  menée  en  spectroscopie  SPR  (Figure 5).  Quelle  que  soit  la
concentration en peptide, la réponse du système est instantanée. L'analyse effectuée a montré une
réponse à l'équilibre proportionnelle à la concentration en analyte (coefficient de régression linéaire
r² = 0.924  &  r² =  0.998  respectivement  pour  l'analyse  de  la  fixation  aux  protéines  VCAM-1
recombinantes murine et humaine) et n'a ainsi pas pu être ajustée de façon satisfaisante au modèle
de liaison ligand-récepteur.
Une approche consistant à immobiliser le peptide L-B2702p et à utiliser la protéine recombinante
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Figure 4. Analyse SPR en état stationnaire de la liaison d'un fragment d'anticorps à la molécule VCAM-1 
recombiante murine. A. Sensogrames spécifiques pour les concentrations en analyte de 2 nM à 50 nM. 
B. Réponse à l'équilibre en fonction de la concentration en analyte.
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murine VCAM-1 comme analyte a été testée. La réponse obtenue n'a pas pu être ajustée au modèle
(résultats non présentés).
  3.1.2 Analyse en polarisation de fluorescence
   3.1.2.1 Validation de la méthode – liaison du peptide Fluorescéine-L-B2702p à 
Hsp70
L'ajout de protéine humaine recombinante Hsp70 à une solution de peptide  Fluoresceine-L-B2702p
a entraîné une augmentation de 2.5 fois de la fluorescence mesurée. Cette augmentation a présenté
une saturation à une concentration en Hsp70 de 1.8 µM (Figure 6), qui n'a pas été observée dans les
conditions contrôles. L'évolution de la polarisation de fluorescence en fonction de la concentration
en  Hsp70  a  pu  être  ajustée  au  modèle  d'interaction  lors  de  deux  expériences  indépendantes ;
l’affinité de cette liaison a ainsi été mesurée à 0.7 ± 0.2 µM. 
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Figure 5. Analyse SPR en état stationnaire de la liaison de L-B2702p pour la molécule VCAM-1 
recombiante murine (A & B) et humaine (C & D). Sensograms spécifique pour les concentration en 
analyte de 15 nM à 296 nM (A) et 25 nM à 400 nM (C). Réponse à l'équilibre en fonction de la 
concentration en analyte (B & D).
Partie expérimentale : Imagerie
   3.1.2.2 Analyse des peptides Fluorescéine-L-B2702p, Fluorescéine-L-B2702p1 et 
du tétrapeptide Fluorescéine-tera-L-B2702p1
Dans  l'ensemble  des  expériences  menées  (conditions  présentées  en  Tableau  2,  partie  2.2),  la
polarisation  de  la  lumière  émise  par  les  solutions  de  peptides  L-B2702p,  L-B2702p1  et  le
tetrapeptide L-B2702p1 couplés à la fluorescéine n'a pas été sensiblement modifiée par l'ajout de
concentration croissante de protéine recombinante VCAM-1, tout comme dans les puits contrôles
où rien ou seul  le  tampon été  ajouté (Figure 7).  Les  courbes  de polarisation  en fonction de la
concentration en VCAM-1 n'ont pas pu être ajustées au modèle d'interaction ligand-récepteur.
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Figure 6. Liaison de L-B2702p avec Hsp70 mis en 
évidence par polarisation de fluorescence. (▼) 
Solution de Fluoresceine-L-B2702p1 seul à 
430 nM, (■) avec ajout de Hsp70 jusqu'à 3 µM de 
concentration finale, (▲) avec ajout de tampon 
HEPES/NaCl 50 mM correspondant au volume 
ajouté dans le puits Hsp70. (…) Courbe ajustée au 
modèle d'interaction ligand-récépteur.
A
Figure 7. Polarisation de fluorescence des 
peptides avec VCAM-1. (▼) Solution de 
Fluoresceine-L-B2702p à 430 nM (A), 
Fluoresceine-L-B2702p1 à 40 nM (B) et 
Fluoresceine-tetra-L-B2702p1 à 80 nM (C), (■) 
avec ajout de la protéine humaine recombinante 
VCAM-1 jusqu'à 2 µM de concentration finale, (▲) 
avec ajout tampon (HEPES/NaCl ou HEPES/KCl 
50 nM) correspondant au volume ajouté dans le 
puits VCAM-1.
B
C
Partie expérimentale : Imagerie
  3.1.3 Analyse par saturation de liaison de molécules radiomarquées
   3.1.3.1 Validation de la méthode - liaison de dérivés d'anticorps à VCAM-1
La fixation spécifique du fragment d'anticorps anti-VCAM-1 radiomarqué à la protéine humaine
recombinante VCAM-1, obtenue par soustraction de l'activité comptée dans les puits où VCAM-1 a
été adsorbé (fixation totale) à l'activité comptée dans les puits contrôles (fixation non spécifique), a
pu être ajustée au modèle d'interaction ligand-récepteur (Figure 8). Cette expérience a été réalisée
en duplicata, pour les protéines VCAM-1 recombinantes humaine et murine ; les valeurs d'affinité
obtenues ont été de 33.3 ± 6.6 nM et 11.3 ± 7.5 nM respectivement.
   3.1.3.2 Analyse des peptides B2702p, B2702p1 marqués via Isolink et du peptide 
B2702p1 marqué via HYNIC
Des expériences de saturation ont été menées pour les peptides radiomarqués [99mTc]-L-B2702p,
[99mTc]-L-B2702p1 (tous deux radiomarqués par la méthode Isolink), [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1 et
[99mTc]-HYNIC-D-B2702p1  (Figure 9).  Dans  l'ensemble  des  cas,  les  fixations  dans  les  puits
présentant VCAM-1 et dans les puits contrôles n'ont pas été sensiblement différentes quelle que soit
la  concentration  en  peptide.  L’activité  résultante  de  la  différence  entre  ces  deux  conditions,
considérée comme spécifique, n'a pas présenté de variation avec l'augmentation de la concentration
en peptide, restant proche de la valeur nulle ; elle n'a pas pu être ajustée au modèle d'interaction
ligand-récepteur.
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Figure 8. Liaison d'un fragment d'anticorps à 
VCAM-1. (▲) Liaison totale dans les puits 
présentant de la protéine humain recombinante 
VCAM-1, (▼) liaison non spécifique, (■) liaison 
spécifique à VCAM-1, ajustée au modèle 
d'interaction ligand-récépteur.
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  3.1.4 Bilan sur l'analyse de liaison des peptides à VCAM-1
L'ensemble des méthodes évaluées ont été validées soit  par l'utilisation de fragment d'anticorps
ciblant  VCAM-1  soit  par  utilisation  de  la  molécule  Hsp70  décrite  comme  ligand  du  peptide
B2702p. Cependant, quelque soit la méthode employée, la liaison entre VCAM-1 et les différents
peptides testés (récapitulé dans le Tableau 3) n'a pas été observée.
Peptide Technique
L-B2702p SPR, saturation
L-B2702p1 SPR, saturation
HYNIC-L-B2702p1 saturation
HYNIC-D-B2702p1 saturation
Fluorescéine-L-B2702p polarisation
Fluorescéine-L-B2702p1 polarisation
Fluorescéine-tetra-L-B2702p1 polarisation
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Figure 9. Expérience de liaison en puits entre VCAM-1 et les peptides radiomarqués [99mTc]-L-B2702p 
(marquage Isolink) (A), [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink) (B), [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1 (C) ou 
[99mTc]-HYNIC-D-B2702p1 (D). Liaison dans les puits contrôle non traités (C, D) ou recouverts de protéine 
murine recombinante ICAM-1 (A, B) (▼) ou recouverts de protéine humaine recombinante VCAM-1 (▲), 
liaison spécifique à VCAM-1 résultante (■).
C D
Tableau 3. Peptides testés dans le 
cadre de l'analyse de liaison à VCAM-1, 
par analyse en SPR (SPR), analyse en 
polarisation de fluorescence 
(polarisation) ou analyse par saturation 
en puits (saturation) ; à noter que les 
peptides analysés par saturation en 
puits ont préalablement été 
radiomarqués au téchnétium-99m. Pour 
plus de détails cf. texte de la partie 3.1.
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 3.2 Stabilité des peptides radiomarqués
  3.2.1 Peptide [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink)
Radiomarquage.  Le peptide L-B2702p1 radiomarqué  via Isolink et analysé dans son milieu de
marquage a présenté un pic d’activité majoritaire élué à 19:19 min représentant 97 % et 92 % de
l'activité  totale  mesurée  immédiatement  après  radiomarquage  et  6 h  après  radiomarquage
respectivement (Figure 10A).
Stabilité in vivo. L'étude de la stabilité in vivo de ce peptide dans le sang de souris prélevé 180 min
après injection du produit de marquage a démontré que 35 ± 9 % de cette activité est retrouvée dans
la fraction libre du plasma ; 40 ± 2 % et 25 ± 10 % de l'activité restante étant liée aux protéines
plasmatiques  et  aux cellules  sanguines,  respectivement.  L'analyse  de la  fraction  libre  a  mis  en
évidence un pic majoritaire dont le temps de rétention (Figure 10B) correspond à celui du produit
initial (Figure 10A).
Stabilité  in  vitro dans  le  sang de souris. L'analyse  de  la  fraction  libre  du  plasma issue  de
l'incubation  in vitro de [99mTc]-L-B2702p1 dans du sang de souris a présenté une dégradation du
peptide pour les différents temps étudiés. L'analyse du profil HPLC de la fraction libre du plasma au
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Figure 10. Profils de stabilité de [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink). (A) Superposition de 
radiochromatogrammes du produit technétié immédiatement après marquage et à 6 h post-
radiomarquage. (B) Radiochromatogramme de la fraction libre du plasma obtenu après prélèvement du 
sang de souris in vivo 3 h p.i. (C) Radiochromatogramme de la fraction libre du plasma à 30 min 
d'incubation in vitro dans le sang de souris. (D) Radiochromatogramme de la fraction C avec co-injection 
du produit de marquage initial.
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temps initial de l'incubation (juste après contact du sang) montre la présence d'un pic d’activité
majoritaire présentant des épaulements et élué à 16:00 min et un second pic élué à 19:05 min. Le
second pic est identifié comme correspondant au produit intègre ; il représente 22 % de l'activité
totale mesurée. À 30 min d'incubation, ce pic est quantifié à 6 % de l'activité totale mesurée (Figure
10C). Une co-injection de la fraction issue de l'incubation dans le sang de souris avec du produit de
marquage a permis de confirmer l'identité du pic d'élution à ~ 19 min (19:15 min) comme étant
celle correspondant au peptide technétié (Figure 10D). L'activité dans la fraction libre du plasma n'a
pas présenté d'évolution au cours du temps et compte pour 22 ± 2 % de l'activité totale analysée, le
reste étant réparti entre la fraction liée aux protéines plasmatiques qui passe de 64 % à 48 % entre le
temps initial et 180 min d'incubation et la fraction liée aux cellules sanguines qui passe de 14 % à
36 % durant ce même délai d'incubation.
Stabilité  in vitro dans le sang humain. L'analyse de stabilité  in vitro dans le sang humain a
également été effectuée. Dès la mise en contact avec le sang, le pic de rétention correspondant au
produit de marquage représente 54 % de l'activité mesurée et le reste de l'activité est retrouvée sous
forme  d'un  pic  avec  épaulements  élué  à  15:50 ± 0:10 min.  À  60 min d'incubation,  le  pic
correspondant au produit de marquage représente 7 % de l'activité totale mesurée.
On n'observe pas d'évolution au cours du temps (jusqu’à 180 min d'incubation) de l'activité présente
dans la  fraction libre (32 ± 3 %) alors  que l'activité  liée aux protéines  plasmatiques a  diminué,
passant de 62 à 46 % et que celle liée aux cellules a augmentée de 8 à 18 %.
  3.2.2 Peptide [99mTc]-D-B2702p1 (marquage Isolink)
Radiomarquage. Le peptide D-B2702p1 radiomarqué au technétium-99m via la méthode Isolink
présente un pic d'activité principal élué à 19:14 min avec une pureté radiochimique supérieure à
95 %. Le [99mTc]-D-B2702p1 reste stable (RCP > 95 % au moins pendant 24 h dans le milieu de
marquage (Figure 11A).
Stabilité in vitro dans le sang humain. L'analyse de stabilité in vitro de [99mTc]-D-B2702p1 par
incubation dans du sang humain a montré que la fraction libre du plasma aux différents temps
d’incubation (0, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min et 180 min) présente un pic d'activité majoritaire
élué à 19:13 ± 0.02 avec une RCP de 84 ± 9 % (Figure 11B). 
Une co-injection du marquage initial  avec la  fraction libre du plasma récupérée après  120 min
d'incubation  a  montré  la  présence  d'un  seul  pic  élué  à  19:13 ± 0:01 min.  (Figure 11C).  La  co-
injection permet de vérifier  que le pic observé dans l’échantillon incubé correspond au peptide
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technétié initial. 
Le pourcentage d'activité présente dans la fraction libre a diminué au cours de l'analyse, passant de
6 % à 2 % entre le temps initial et 180 min d’incubation, tout comme le pourcentage lié aux cellules
sanguines (34 % à 25 %) tandis que l’activité liée aux protéines plasmatiques est passée de 59 % à
73 % respectivement.
Stabilité in vitro dans le sang de souris. Une analyse de stabilité in vitro par incubation dans du
sang  de  souris  a  été  effectuée  et  montre  un  résultat  similaire  à  ce  qui  a  été  observé  lors  de
l'incubation dans du sang humain :  une bonne stabilité du produit  et  une faible activité dans la
fraction libre du plasma (résultats non présentés).
  3.2.3 Peptide [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1
Radiomarquage. Comme  montré  sur  la  Figure 12A,  le  peptide  HYNIC-L-B2702p1  a  été
radiomarqué au technétium-99m (méthode HYNIC) avec une bonne pureté radiochimique (> 95 %)
et il est élué à 17:05 min. Il reste stable au moins 6 h dans le milieu de marquage (tR = 17:04 min,
RCP > 95 %).
Stabilité in vivo. L'étude de stabilité in vivo du peptide [99mTc]-HYNIC-L- B2702p1 dans le sang de
souris 180 min après injection indique un pic majoritaire avec un temps de rétention (17:41 min)
similaire au produit technétié initial (résultats non présentés).
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Figure 11. Profils de stabilité de [99mTc]-D-B2702p1 
(marquage Isolink). (A) Superposition de 
radiochromatogrammes du produit technétié 
immédiatement après marquage et à 24 h post-
radiomarquage. (B) Superposition des radio-
chromatogrammes pour la fraction libre du plasma 
obtenu pour les différents temps d’incubation in 
vitro dans du sang humain (0, 30, 60, 90, 120 et 
180 min) (C) Radiochromatogramme de la fraction 
libre du plasma à 120 min d'incubation in vitro 
dans du sang humain co-injecté avec le 
radiomarquage initial.
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Stabilité  in vitro dans le sang de souris. Les études de stabilité  in vitro de [99mTc]-HYNIC-L-
B2702p1 incubé  dans  le  sang de  souris  indiquent  une  forte  dégradation  du  peptide.  À  30 min
d'incubation, le pic d'activité correspondant au temps d'élution du peptide technétié représente 7 %
de l'activité mesurée, 2 % à 60 min, et < 1 % aux temps ultérieurs (Figure 12B).
Cette activité a été majoritairement retrouvée dans la fraction libre du plasma (52 ± 3 %) et n'a pas
présenté d'évolution au cours du temps, les fractions liées aux protéines plasmatiques et aux cellules
sanguines représentant 38 ± 3 % et 11 ± 1 % de l'activité, respectivement.
Stabilité in vitro dans le sang humain. L’étude de stabilité in vitro de [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1
dans du sang humain a montré des résultats analogues à ceux obtenus par l’étude in vitro réalisée
dans le sang de souris, tant en termes de stabilité dans la fraction libre du plasma qu'en termes de
répartition de l'activité entre les fractions étudiées (résultats non présentés).
  3.2.4 Peptide [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1
Radiomarquage. Les profils HPLC des analyses réalisées dans le milieu de marquage directement
après la réalisation de celui-ci et après 6 h ont présenté un pic d'activité majoritaire élué à 16:56 min
et 16:50 min avec des puretés radiochimiques de 96 % et 94 %, respectivement (Figure 13A).
Stabilité in vitro dans le sang souris. La superposition des profils HPLC obtenus par analyse de
la fraction libre du plasma de 0 à 180 min d'incubation dans du sang de souris montre un seul pic
d'activité  représentant  93 ± 2 %  de  l'activité  totale  mesurée  avec  un  temps  de  rétention
(17:00 ± 0:03 min)  identique  pour  l’ensemble  des  échantillons  (Figure 13B).  La  co-injection  du
produit de marquage avec la fraction libre du plasma obtenue à 180 min d'incubation montre un pic
unique élué à 17:02 min (Figure 13C).
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Figure 12. Profils de stabilité de [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1. (A) Superposition de radiochromatogrammes 
du produit technétié immédiatement après marquage et à 24 h post-radiomarquage. (B) Superposition 
des radiochromatogrammes de la fraction libre du plasma obtenus pour les différents temps d’incubation 
in vitro dans du sang de souris (30, 60, 90 et 180 min) .
A B
Partie expérimentale : Imagerie
Au  cours  de  l'analyse,  la  répartition  de  l'activité  n'a  pas  évolué.  La  fraction  libre  du  plasma
représente  27 ± 4 % de  l'activité  totale  incubée,  la  fraction  majoritaire  étant  liée  aux protéines
plasmatiques (48 ± 6 %) tandis que 25 ± 7 % de l'activité est liée aux cellules sanguines.
Stabilité in vitro dans le sang humain. L'incubation in vitro dans du sang humain a présenté des
résultats  très  analogues  à  ceux  obtenus  pour  l’incubation  in  vitro dans  du  sang  de  souris,  en
montrant une bonne stabilité de [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1 (résultats non présentés).
L'activité liée aux protéines plasmatiques représente 64 ± 3%, celle liée aux éléments figurés du
sang 18 ± 4%,  tandis  que  la  fraction  libre  du  plasma compte  pour  19 ± 4% de  l'activité  totale
incubée.
  3.2.5 Peptide [18F]-FBA-L-B2702p1
Radiomarquage.  Le radiomarquage du peptide L-B2702p1 au fluor-18 par conjugaison du [18F]-
fluorobenzaldéhyde  via la liaison oxime est  réalisé en partenariat  avec la société AAA selon la
synthèse  décrite  précédemment  (partie  2.3).  Le  radiotraceur  est  envoyé  au  Laboratoire
Radiopharmaceutiques Biocliniques (U1039). À réception (~3 h après radiomarquage), un contrôle
de qualité est réalisé.  [18F]-FBA-L-B2702p1  est  élué à 20:24 min avec une pureté radiochimique
~ 70 % (Figure 14A).  Malgré cette RCP insuffisante,  une bonne stabilité est observée 6 h après
marquage avec un profil d’élution similaire (RCP ~ 70 %).
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Figure 13. Profils de stabilité de [99mTc]-HYNIC-D-
B2702p1. (A) Superposition de radiochromato-
grammes du radiomarquage au temps initial et à 
6 h post-radiomarquage. (B) Superposition des 
radiochromatogrammes de la fraction libre du 
plasma aux différents temps (0, 30, 60, 90 et 
180 min) d'incubation in vitro dans du sang de 
souris. (C) Radiochromatogramme de la fraction 
libre du plasma après 180 min d'incubation et co-
injection avec du produit de marquage. 
Partie expérimentale : Imagerie
Stabilité in vitro dans le sang humain. La  stabilité  in vitro dans du sang humain a été réalisée
pour  [18F]-FBA-L-B2702p1 en présence de 6 % d’éthanol après la mise en contact avec le sang.
L'analyse HPLC révèle que, dès 30 min, la fraction libre du plasma montre une multitude de pics
traduisant une forte dégradation du produit fluoré de départ.  En effet, il ne reste plus que 17% et
11% du produit de départ après 30 min et 60 min d’incubation, respectivement (Figure 14B).
La fraction libre du plasma représente 39 ± 7 % de l'activité totale, alors que 38 ± 9 % et 23 ± 5 %
de cette activité sont liés aux protéines plasmatiques et aux cellules sanguines, respectivement. Ces
proportions n'évoluent pas au cours de l'analyse.
  3.2.6 Peptide [18F]-FBA-D-B2702p1
Radiomarquage. De même que pour la série L,  un contrôle de qualité de [18F]-FBA-D-B2702p1
est réalisé à réception du produit (~3 h après radiomarquage). Le traceur fluoré est élué à 21:07 min
avec une pureté radiochimique de 68 % (Figure 15A). Une bonne stabilité est observée : l'analyse à
6 h après marquage montre un profil d’élution similaire à celui réalisé à réception du produit.
Stabilité  in vitro dans le sang humain. L’étude de stabilité  in vitro dans le sang humain pour
[18F]-FBA-D-B2702p1 a été réalisée avec présence de 6 % d’éthanol après la mise en contact avec
le sang. Dès la mise en contact du produit fluoré dans le sang humain, on observe dans la fraction
libre du plasma 2 pics d'élution distincts. Un pic majoritaire à 19:18 min indique que le produit se
dégrade  en  un  seul  fragment  fluoré  (55 %)  tandis  qu'un  second  pic  (45 %)  élué  à  21:02 min
correspondant au produit fluoré initial. Un profil similaire est obtenu pour l’incubation à 90 min
avec toujours les 2 pics distincts dans la fraction libre du plasma, élués à 18:14 min (69 %) et
20:25 min  (31 %),  respectivement.  Sur  ce  radiochromatogramme  (Figure 15B)  on  observe  un
décalage dans le temps de rétention du traceur par rapport à celui observé avec le marquage initial.
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Figure 14. Profils de stabilité du [18F]-FBA-L-B2702p1. (A) Radiochromatogramme à réception du produit 
fluoré. (B) Superposition des radiochromatogrammes de la fraction libre du plasma obtenus pour les 
différents temps (30, 60 et 90 min) d’incubation in vitro dans du sang humain
A B
Partie expérimentale : Imagerie
Le prélèvement à 90 min est co-injecté avec le marquage de départ. L’analyse avec la co-injection
indique toujours un seul  pic  à  20:25 min mais  d’intensité  plus importante  (Figure 15C),  ce qui
confirme que le produit élué à 20:25 min pour l’incubation à 90 min correspond bien au traceur
L'activité de la fraction libre analysée ne représente que 5 ± 1 % de l'activité totale. L'activité liée
aux  cellules  sanguines  et  aux  protéines  plasmatique  compte  pour  33 ± 5 %  et  62 ± 5 %,
respectivement. Les proportions n'évoluent pas au cours du temps.
  3.2.7 Bilan sur la stabilité des peptides
Les  résultats  des  tests  de  stabilité  effectués  sur  les  différents  peptides  sont  récapitulés  dans  le
Tableau 4. L'ensemble des peptides radiomarqués au téchnétium-99m montre une bonne stabilité
dans le milieu de marquage, tandis que les peptides radiomarqués au fluor-18 montrent une RCP
sub-optimale à la réception, mais qui n'évolue pas au cours des 6 h qui suivent. Dans l'ensemble des
cas, l'incubation in vitro et in vivo des peptides de série L dans du sang entraîne leur dégradation.
Pour les peptides de série D, aucune dégradation n'est observée hormis dans le cas du peptide [18F]-
FBA-D-B2702p1  qui  présente  une  dégradation  modérée.  Dans  l'ensemble  des  cas,  aucune
différence sensible n'a été observée entre l'incubation dans du sang humain et du sang de souris.
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Figure 15. Profils de stabilité du [18F]-FBA-D-
B2702p1. (A) Radiochromatogramme à réception 
du produit fluoré. (B) Radiochromatogramme de la 
fraction libre du plasma à 90 min d'incubation in 
vitro dans du sang humain. (C) Radiochromato-
gramme de la fraction libre du plasma après 90 
min d'incubation et co-injection avec du produit de 
marquage. 
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C
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Peptide Stable Instable
[99mTc]-L-B2702p1 marquage sang in vitro, in vivo
[99mTc]-D-B2702p1 marquage,  sang in vitro -
[99mTc]-HYNIC-L-B2702p1 marquage sang in vitro, in vivo
[99mTc]-HYNIC-D-B2702p1 marquage,  sang in vitro -
[18F]-FBA-L-B2702p1 (marquage) sang in vitro
[18F]-FBA-D-B2702p1 (marquage) (sang in vitro)
 3.3 Étude des peptides sur le modèle de souris apoE-/-
Le peptide B2702p1 de série L radiomarqué au téchnétium-99m par la méthode Isolink a été évalué
sur le modèle d'athérosclérose accéléré par ligature carotidienne et sur le modèle d'athérosclérose
induite  par  un  régime  hypercholestérolémiant.  Le  peptide  HYNIC-B2702p1  de  série  D
radiomarqué au téchnétium-99m via le groupement HYNIC a également été évalué sur le modèle
d'athérosclérose induit par un régime hypercholestérolémiant. Cette évaluation est réalisée in vivo
par imagerie SPECT ainsi qu'en ex vivo.
  3.3.1 Imagerie in vivo
   3.3.1.1 [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink)
Les  images  SPECT/CT  acquises  entre  2  et  3  heures  après  injection  de  [99mTc]-L-B2702p1
radiomarqué par la méthode Isolink au cours des différentes séries expérimentales effectuées sur le
modèle  de  souris  apoE-/- avec  ligature  carotidienne  ont  été  quantifiées.  Suivant  les  séries
expérimentales,  les  images  SPECT varient  sensiblement.  Une  activité  circulante  importante  est
observée dans la région cervicale, notamment visualisée par une activité importante sur le trajet des
veines jugulaires. Dans la majorité des cas étudiés, il a été possible de trouver un point chaud dans
la région cervicale correspondant au site où la ligature a été effectuée (Figure 16).
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Tableau 4. Récapitulatif des tests de stabilits réalisés sur les différents peptides étudiés. Pour plus de 
détails cf. texte de la partie 3.2.
Partie expérimentale : Imagerie
La quantification de l'activité de ce point chaud sur la zone controlatérale donne un rapport de
fixation lésion-sur-contrôle (Figure 17) compris entre 1.10 ± 0.18 et 1.43 ± 0.65 pour les différentes
séries expérimentales. Aucune variation significative entre ces différentes séries expérimentales n'a
L'étude  par  imagerie  après  injection  de  cette  molécule  dans  le  modèle  apoE-/- sous  régime
hypercholestérolémiant n'a pas permis de mettre en évidence de point chaud au niveau des lésions
de la crosse aortique, localisées par un hypersignal au CT.
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Figure 17. Rapport Lésion:Contrôle 
déterminé in vivo par quantification 
d'images SPECT obtenues chez la 
souris apoE-/- avec ligature 
carotidienne et injectée avec du 
[99mTc]-L-B2702p1.
Figure 16. Image SPECT/CT représentative d'une souris apoE-/- avec ligature carotidienne acquise entre 
120 et 180 min après injection de [99mTc]-L-B2702p1 (lot #4) radiomarqué via Isolink. Les vues en 
projection d'intensité maximale (en haut), en coupe coronale (milieu), sagittale (bas) et transverse (droite) 
sont centrées sur un point chaud au niveau de la carotide gauche.
Partie expérimentale : Imagerie
   3.3.1.2 [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1
La distribution  de [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1 est  étudiée  in  vivo au  sein  du  modèle  de  souris
apoE-/- sous régime hypercholestérolémiant. Les images acquises entre 2 et 3 h p.i. présentent un
hypersignal au CT au niveau du médiastin supérieur et correspondant à la crosse aortique. L'image
SPECT montre un point  chaud colocalisant avec l'hypersignal  au CT et pouvant être  interprété
comme une captation focale dans la crosse aortique (Figure 18). La vue en intensité de projection
maximale permet  de visualiser avec l'échelle utilisée d'autres points chauds d'intensité  similaire
localisés  au  niveau  du  tronc,  des  membres  et  de  la  tête  de  la  souris  choisie  comme  exemple
d'imagerie, non pertinents au vu de la localisation anatomique des lésions athéromateuses décrite
par ailleurs.  Une sous population de l'étude (n = 2/3) a été imagée en continu pendant les 3 h que
durait  le  protocole  expérimental.  Grâce  aux  repères  anatomiques  fournis  par  le  CT,  une
quantification de la cinétique du traceur dans les principaux organes, ainsi que dans le sang et la
180/274
C
T
Sagittal
S
P
E
C
T
F
u
si
o
n
Coronal Transverse
Figure 18. Image SPECT/CT représentative d'une souris apoE-/- sous régime hypercholéstérolémiant 
acquise entre 120 et 180 min après injection de [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1. (A) Vues sagittales, coronales 
et transverses (de gauche à droite) d'acquisition CT seule, SPECT seule, ou image de fusion (de haut en 
bas), centrée sur la zone thoracique, présentant un hypersignal au CT. (B) Vue en projection d'intensité 
maximale (MIP, maximal intensity projection) corps entier.
MIP
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région  thoracique  identifiée  comme  la  crosse  aortique  a  été  effectuée  sur  l'acquisition  SPECT
(Figure 18).  Une  tendance  à  une  forte  diminution  de  l'activité  sanguine   passant  de
4.0 ± 1.5 %ID/mL à 1.3 ± 0.4 %ID/mL entre les premières 15 min (0 – 15 min p.i.) et les dernières
45 min d'acquisition  (135 – 180 min p.i.) a été observée. L’activité dans la région correspondant
anatomiquement à la crosse aortique suit une diminution similaire (4.4 ± 0.7 %ID/g à 1.7 ± 0.1),
tandis l'activité n'évolue que peu (voire présente une tendance à l'augmentation dans le cas du rein)
dans les autres organes à l'exception du cœur (Figure 19).
  3.3.2 Analyse ex vivo
   3.3.2.1 Expression de VCAM-1
L'expression de VCAM-1 est confirmée au sein des lésions induites par la ligature carotidienne par
marquage immunohistochimique dirigé contre cette molécule d'adhésion, tandis que la carotide non
ligaturée de ces mêmes souris apoE-/- de 10 semaines ne présente pas de lésions ni d'expression de
VCAM-1 par l'endothélium vasculaire (Figure 20).
Par ailleurs, cette même technique a permis de démontrer également l'expression de VCAM-1 dans
les lésions aortiques du modèle de souris apoE-/- sous régime hypercholestérolémiant.
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Figure 19. Quantification 
d'images SPECT de souris 
apoE-/- sous régime 
hypercholéstérolémiant 
injectées avec du [99mTc]-
HYNIC-D-B2702p1.
Figure 20. Expression de VCAM-1 au 
sein de la lésion induite par la ligature de 
la carotide (A) et absence d'expression 
dans la carotide controlatérale (B). Barre 
d'échelle : 100 µm.
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   3.3.2.2 [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink)
Les résultats de l'étude ex vivo réalisée chez la souris apoE-/- ligaturée 3 h après injection de [99mTc]-
L-B2702p1  (marquage  Isolink)  ont  présenté  une  grande  disparité  entre  les  différentes  séries
expérimentales. Dans l'ensemble des séries expérimentales, la captation lésionnelle n'a jamais été
significativement  supérieure  à  la  captation  observée  dans  la  carotide  contrôle.  Des  variations
importantes au niveau de la biodistribution des peptides entre les différentes séries expérimentales
ont  été  observées  dans  de  nombreux  tissus  et  organes  (Tableau 5).  En  particulier  une  forte
variabilité  de  la  captation  carotidienne  est  observée ;  la  fixation  lésionnelle  varie  de
1.23 ± 0.30 %ID/g à 7.02 ± 2.67 %ID/g (P = NS dans tous les cas par rapport à la valeur obtenue
dans  l'étude  antérieure :  1.28 ± 0.96 %ID/g)  et  la  captation  dans  la  carotide  contrôle  varie  de
1.41 ± 0.37 %ID/g à 8.00 ± 3.30 %ID/g (P < 0.05 dans tous les cas par rapport à la valeur obtenue
dans  l'étude  antérieure :  0.51 ± 0.29 %ID/g).  Le  ratio  lésion-sur-contrôle  a  été  déterminé  entre
0.77 ± 0.21 et 1.05 ± 0.38 dans les différentes séries expérimentales (P < 0.05 pour 4/5 séries et
P = 0.05  pour  la  dernière  vs.  ratio  de  l'étude  antérieure  2.63 ± 1.36).  Une  forte  variabilité  de
l'activité  sanguine  a  également  été  observée,  comprise  entre  1.30 ± 0.75 %ID/g  et
8.62 ± 1.13 %ID/g, valeurs supérieures à celles de l'étude antérieure : 0.90 ± 0.37 %ID/g (P < 0.05
pour 4/5 séries). Le ratio lésion-sur-sang est inférieur à 1 dans 3 séries (P < 0.05 vs. étude antérieure
dans 2/3 séries) et supérieur à 1 dans les 2 autres séries (P = NS vs. étude antérieure). Seules les
captations hépatiques et rénales sont systématiquement supérieures à l'activité sanguine parmi les
tissus  prélevés  (P < 0.05).  Enfin,  une  activité  biliaire  importante  est  notée,  comprise  entre
11.0 ± 6.6 %ID/g et 27.1 ± 14.3 %ID/g dans les différentes séries expérimentales, ainsi qu'une forte
activité urinaire (42.0 ± 27.7 %ID/g à 594.4 ± 250.1 %ID/g).
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[99mTc]-L-B2702p1
Lot #1
(étude
antérieure)
Lot #2
Lot #3
série 1
Lot #3
série 2
Lot #3
série 3
Lot #4
Effectif (n) 5 6 6 4 7 6
DI (MBq) 35.5 ± 3.0 26.3 ± 9.5 42.8 ± 6.2* † 70.8 ± 7.1* † ‡ 35.6 ± 2.2† ‡ § 151.0 ± 21.8* † ‡ § ║
Biodistibution (%ID/g)
Cœur 0.27 ± 0.12 1.76 ± 0.26* 0.60 ± 0.33† 1.68 ± 0.80* ‡ 0.87 ± 0.13* † § 1.04 ± 0.21* † ‡
Poumon 0.77 ± 0.32 5.65 ± 1.03* 1.89 ± 1.06* † 4.02 ± 0.71* † ‡ 2.16 ± 0.31* † § 7.64 ± 9.92
Foie 3.06 ± 1.27 14.73 ± 2.33* 4.87 ± 1.42† 9.31 ± 1.72* † ‡ 5.31 ± 0.83* † § 7.07 ± 0.78* † ‡ ║
Bile 11.0 ± 6.6 20.2 ± 3.1† 19.7 ± 7.3 17.3 ± 16.1 27.1 ± 14.3†
Rate 1.60 ± 1.57 3.00 ± 0.61 1.07 ± 0.53† 1.65 ± 0.20† ‡ 1.22 ± 0.17† § 1.42 ± 0.30†
Rein 4.58 ± 1.00 17.67 ± 3.20* 6.94 ± 2.66† 10.58 ± 2.29* † 16.65 ± 9.01* ‡ 8.21 ± 1.53* † ║
Urine 277 ± 308 154 ± 76 44.6 ± 17.6† 42.0 ± 27.7† 594 ± 250 † ‡ § 262 ± 274
Graisse 0.16 ± 0.08 1.16 ± 0.62* 0.25 ± 0.15† 0.40 ± 0.12* † 0.35 ± 0.12* † 0.45 ± 0.19* †
Thyroïde 0.65 ± 0.39 7.92 ± 3.40* 1.22 ± 0.23* 1.74 ± 0.91† 1.65 ± 0.90* † 4.66 ± 1.22* ‡ § ║
Muscle 0.13 ± 0.05 1.36 ± 0.86* 0.23 ± 0.12† 0.51 ± 0.16* ‡ 1.23 ± 1.57 0.45 ± 0.11* † ‡
Cerveau 0.18 ± 0.03 0.08 ± 0.06† 0.15 ± 0.02‡ 0.12 ± 0.02† 0.08 ± 0.03† § ║
Thymus 1.28 ± 0.14 0.42 ± 0.25† 0.73 ± 0.08† ‡ 0.45 ± 0.05† § 0.44 ± 0.19† §
Peau 1.87 ± 0.26 0.75 ± 0.33† 1.25 ± 0.27† ‡ 1.17 ± 0.33† 1.00 ± 0.23†
Glandes salivaires 4.39 ± 1.50 0.66 ± 0.12† 1.87 ± 0.51† ‡ 1.15 ± 0.15† ‡ § 1.40 ± 0.56 † ‡
Estomac 3.50 ± 1.10 0.76 ± 0.19† 1.98 ± 0.51† ‡ 1.10 ± 0.21† ‡ § 1.50 ± 0.17† ‡ ║
Intestin 3.27 ± 1.24 0.96 ± 0.39† 1.89 ± 0.40† ‡ 3.23 ± 1.38‡ 2.42 ± 1.77
Pancréas 3.08 ± 1.72 0.69 ± 0.38† 1.50 ± 0.14‡ 0.71 ± 0.09† § 0.77 ± 0.35† §
Sang 0.90 ± 0.37 8.62 ± 1.13* 1.30 ± 0.75† 5.00 ± 0.68* † ‡ 2.99 ± 0.28* † ‡ § 3.11 ± 0.69* † ‡ §
Lésion (carotide G) 1.28 ± 0.96 1.33 ± 0.53 2.49 ± 1.36 7.02 ± 2.67† 1.23 ± 0.30‡ § 2.19 ± 0.36† § ║
Contrôle (carotide D) 0.51 ± 0.29 1.41 ± 0.37* 2.40 ± 0.94* † 8.00 ± 3.30* † ‡ 1.64 ± 0.36* § 2.71 ± 0.42* † § ║
Ratios (sans unité)
Lésion :Contrôle 2.63 ± 1.36 0.95 ± 0.33* 1.05 ± 0.38* 0.96 ± 0.45 0.77 ± 0.21* 0.82 ± 0.16*
Lésion :Sang 1.41 ± 0.79 0.15 ± 0.06* 3.06 ± 3.84 1.32 ± 0.45† 0.41 ± 0.10* † § 0.73 ± 0.18† § ║
L'étude  utilisant  le  modèle  de  souris  apoE-/- sous  régime  hypercholestérolémiant  n'a  été  que
qualitativement comparée aux résultats issus de l'étude antérieure, puisque relevant d'un modèle
biologique  sensiblement  différent  (Tableau 6).  L'activité  vasculaire,  aussi  bien  lésionnelle  que
contrôle, déterminée au niveau de l'aorte est plus faible que dans le modèle de ligature carotidienne
(0.64 ± 0.06 %ID/g et 0.70 ± 0.12 %ID/g respectivement) ; cependant le ratio entre ces deux tissus
183/274
Tableau 5. Étude de [99mTc]-L-B2702p1 radiomarqué via Isolink sur le modèle de souris apoE-/- avec 
ligature carotidienne. Les différentes séries expérimentales réalisées et les lots de peptide utilisés sont 
présentés avec les résultats ex vivo en comparaison avec les résultats antérieurs. P < 0.05 * vs. Lot #1, † 
vs. Lot #2, ‡ vs. Lot #3 série1, § vs. Lot #3 série2, ║ vs. Lot #3 série3.
Partie expérimentale : Imagerie
demeure  proche  et  non  discriminant  (0.94 ± 0.25).  L'activité  sanguine  est  du  même  ordre  de
grandeur  que  dans  l'autre  modèle  d'étude  (2.64 ± 0.51 %ID/g),  supérieure  à  l'activité  du  tissu
vasculaire (P < 0.05) et résultant en un ratio lésion-sur-sang défavorable à l'imagerie (0.25 ± 0.04).
Là  encore,  une  activité  biliaire  importante  (7.1 ± 3.7 %ID/g)  a  été  observée,  tout  comme  une
importante activité urinaire (113.5 ± 73.9 %ID/g).
[99mTc]-L-B2702p1
Lot #3 -- série régime
Biodistibution (%ID/g)
Cœur 0.69 ± 0.07 Cerveau 0.06 ± 0.02
Poumon 1.92 ± 0.55 Thymus 0.61 ± 0.15
Foie 2.52 ± 0.40 Peau 0.57 ± 0.14
Bile 7.1 ± 3.7 Glandes salivaires 0.76 ± 0.12
Rate 1.04 ± 0.23 Estomac 0.92 ± 0.10
Rein 1.04 ± 0.23 Intestin 1.76 ± 0.99
Urine 114 ± 74 Pancréas 0.68 ± 0.09
Graisse 0.29 ± 0.30 Sang 2.64 ± 0.51
Thyroïde 1.10 ± 0.54 Lésion (aorte) 0.64 ± 0.06
Muscle 0.33 ± 0.03 Contrôle (aorte) 0.70 ± 0.12
Ratios (sans unité)
Lésion :Contrôle 0.94 ± 0.25 Lésion :Sang 0.24 ± 0.02
   3.3.2.3 [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1
La biodistribution de [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1 déterminée ex vivo sur le modèle de souris apoE-/-
sous  régime  hypercholestérolémiant  est  présentée  en  Tableau 7.  L'analyse  par  quantification
d'autoradiographie de coupes d'aorte révèle une captation vasculaire importante : 4.69 ± 0.32 %ID/g
dans les  lésions  et  3.67 ± 0.52 %ID/g dans  le  tissu vasculaire  contrôle,  résultant  en  un rapport
lésion-sur-contrôle  de  1.30 ± 0.24.  L'activité  sanguine  est  plus  faible  que  l'activité  vasculaire :
1.36 ± 0.18 %ID/g  (P < 0.05),  et  donne  un  rapport  lésion-sur-sang  de  3.50 ± 0.60.  Par  ailleurs,
l'activité  biliaire  est  faible  (0.56 ± 0.12 %ID/g),  tandis  que  l'activité  rénale  et  urinaire  sont
importantes (16.7 ± 2.4 %ID/g et 605.2 ± 98.0 %ID/g, respectivement).
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Tableau 6. Étude de [99mTc]-L-B2702p1 
radiomarqué via Isolink sur le modèle de 
souris apoE-/- sous régime 
hypercholéstérolémiant.
Partie expérimentale : Imagerie
[99mTc]-HYNIC-D-B2702p1
Biodistibution (%ID/g)
Cœur 0.75 ± 0.12 Cerveau 0.05 ± 0.01
Poumon 2.39 ± 0.12 Thymus 0.77 ± 0.16
Foie 2.30 ± 0.65 Peau 1.84 ± 0.04
Bile 0.56 ± 0.12 Glandes salivaires 1.00 ± 0.17
Rate 1.63 ± 0.45 Estomac 1.85 ± 0.24
Rein 16.7 ± 2.4 Intestin 1.84 ± 0.18
Urine 605 ± 98 Pancréas 0.57 ± 0.01
Graisse 0.22 ± 0.00 Sang 1.36 ± 0.18
Thyroïde 1.91 ± 1.39 Lésion (aorte) 4.69 ± 0.32
Muscle 0.41 ± 0.04 Contrôle (aorte) 3.67 ± 0.52
Ratios (sans unité)
Lésion :Contrôle 1.30 ± 0.24 Lésion :Sang 3.50 ± 0.60
 3.4 Étude du FDG sur le modèle de souris apoE-/-
  3.4.1 Conditions métaboliques des animaux de l'étude FDG
La glycémie des animaux inclus dans l'étude a été mesurée avant et après la période de jeûne, juste
avant l'injection de FDG. Une mesure supplémentaire a été effectuée après la période de jeûne et
avant l’induction de l'anesthésie pour les animaux des groupes B et C, pour lesquelles l'injection de
FDG est réalisée sur animal anesthésié (Tableau 8).
Groupe A Groupe B Groupe C
Avant mise à jeun 152 ± 11 149 ± 25 153 ± 34
À jeun
Avant anesthésie N/A 81 ± 17 † 86 ± 6 †
À l'Injection 83 ± 17 * † 89 ± 8 * † 114 ± 14 † ‡ 
Les animaux inclus dans l'étude ont présenté une réduction de 44 ± 13% (P < 0.05) de la glycémie
suite à la période de jeun de 14 h durant la nuit précédant l'expérimentation. La glycémie mesurée
avant la mise à jeun d'une part et la glycémie à jeun d'autre part n'ont pas présenté de différence
significative  entre  les  différents  groupes  expérimentaux.  Le  réduction  de  la  glycémie  est
concomitante à une perte de poids de 7.4 ± 1.8 % (de 29.5 ± 3.2 g à 27.4 ± 3.2 g, P < 0.05). Les
animaux du groupe B ont montré des valeurs de glycémie mesurées une heure après l'induction de
l'anesthésie (soit immédiatement avant l'injection du FDG) comparables aux valeurs obtenues par la
mesure précédant l'anesthésie (89 ± 8 mg/dL vs. 81 ± 17 mg/dL, P = NS) alors que les animaux du
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Tableau 8. Glycémie des souris 
apoE-/- des groupes A, B et C 
exprimée en mg/dL. P < 0.05 : * 
vs. groupe C;  † vs. avant mise à 
jeun ; ‡ vs. à jeun – avant 
anesthésie.
Tableau 7. Étude de [99mTc]-HYNIC-D-
B2702p1 sur modèle de souris apoE-/- 
sous régime hypercholestérolémiant.
Partie expérimentale : Imagerie
groupe  C  ont  présenté  une  glycémie  à  une  heure  d'anesthésie  supérieure  à  la  glycémie  avant
anesthésie (114 ± 14 mg/dL vs. 86 ± 6 mg/dL, P < 0.01).
  3.4.2 Imagerie PET/CT
Des images PET/CT représentatives d'animaux des trois groupes expérimentaux sont présentées en
Figure 21 et les résultats de la quantification d'images sont présentés dans le Tableau 9.
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Figure 21. Images d'acquisitions PET effectuées 150 à 180 min après injection de FDG aux souris apoE-/- 
des groupes A (A, B, C), B (D, E, F) et C (G, H, I) fusionnées aux images CT en coupes saggitale (A, D, 
G), coronale (B, E, H) et transverse (C, F, I). Les coupes sont centrées sur la crosse aortique (flèche) ; le 
BAT scapulaire (tête de flèche blanche) et le muscle diaphragme (tête de flèche grise) sont identifiés. Les 
échelles des images PET sont ajustées de 0.1 à 4.1 SUV.
Partie expérimentale : Imagerie
Pour l'ensemble des animaux inclus dans l'étude, un signal au CT d'intensité variable présent dans le
médiastin  supérieur  au  site  anatomique  identifié  comme  la  crosse  aortique  rend  compte  de  la
présence de lésions athéromateuses. L'observation qualitative des images PET indique une activité
en  traceur  dans  la  crosse  aortique  (Figure  21,  flèche)  et  l'aorte  thoracique  descendante  pour
l'ensemble  des  groupes  expérimentaux.  La quantification des  images  PET montre que l'activité
mesurée au niveau de ces structures est  en moyenne significativement plus importante pour les
animaux  du  groupe  A que  pour  ceux  du  groupe  B   (P < 0.05).  Une  forte  tendance  vers  la
significativité est constatée lorsque les animaux du groupe A sont comparés à ceux du groupe C
(P = 0.08 et P = 0.07 pour la crosse aortique et l'aorte thoracique descendante, respectivement).
Les acquisitions PET mettent en évidence une forte captation de FDG dans le tissu adipeux brun
(BAT),  notamment  interscapulaire  (tête  de  flèche  blanche).  Cette  activité  est  en  moyenne
significativement  supérieure  dans  le  groupe A par  rapport  aux groupes  B et  C (P < 0.05).  Une
activité  importante  est  observée  dans  la  partie  musculaire  du  diaphragme  thoraco-abdominal,
notamment  au  site  de  son  insertion  vertébrale  (tête  de  flèche  grise).  Cette  activité  est
significativement plus importante dans le groupe A que dans les groupes B et C (P < 0.05). Le BAT
interscapulaire et le muscle diaphragmatique présentent une activité supérieure à l'activité mesurée
dans la crosse aortique pour le groupe A (P < 0.05). Enfin, une activité myocardique importante est
observée chez les animaux du groupe C ; cette activité est significativement supérieure à celle des
animaux des deux autres groupes (P < 0.05) et elle est également supérieure à l'activité mesurée
dans la crosse aortique (P < 0.05).
Groupe A Groupe B Groupe C
Crosse aortique 1.4 ± 0.5 0.9 ± 0.2 * 1.0 ± 0.2
Aorte thoracique 
descendante
1.2 ± 0.3 0.8 ± 0.1 * 0.9 ± 0.1
Graisse brune 
interscapulaire 
5.2 ± 2.4 ‡ 1.1 ± 0.8 * 1.1 ± 0.4 *
Muscle diaphragme 2.7 ± 0.7 ‡ 1.0 ± 0.3 * 0.9 ± 0.2 *
Myocarde 1.1 ± 0.5 1.0 ± 0.8 2.6 ± 1.0 * † ‡
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Tableau 9. Quantification des 
images PET acquises entre 
150 et 180 min après injection de 
FDG aux souris apoE-/- des 
groupes A, B et C. P < 0.05 : * vs. 
groupe A, † vs. groupe B, ‡ vs. 
crosse aortique. Les valeurs sont 
exprimées en SUV.
Partie expérimentale : Imagerie
  3.4.3 Autoradiographie
La Figure 22 présente un exemple représentatif de coloration histologique de coupes longitudinales
de crosse aortique (haut)  qui ont été utilisées pour l'analyse par autoradiographie (ARG) et  les
images autoradiographiques correspondantes (bas).
La quantification de l'activité des lésions, de la paroi artérielle dépourvue de lésion, et du BAT péri-
aortique est présenté en Tableau 10. La captation de FDG dans les lésions n'est pas statistiquement
différente entre les différents groupes expérimentaux  (P = NS). Similairement, la captation de la
paroi  aortique  dépourvue  de  lésions  ne  présente  pas  de  différence  entre  groupes  (P = NS).  La
captation de FDG dans le BAT péri-aortique est similaire entre les groupes B et C (P = NS), alors
que l'accumulation à température ambiante chez les animaux non anesthésiés du groupe A se traduit
par une accumulation plus importante de FDG (P < 0.05).
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Figure 22. Analyse par autoradiographie de la captation du FDG dans la crosse aortique de souris apoE-/- 
des groupes A (A, B), B (C, D) et C (E, F). Coloration HES (A, C, E) et autoradiographie (B, D, F) avec les 
régions d'intérêt: lésions atherosclérotiques (jaune), paroi aortique dépourvue de lésions (vert) et graisse 
brune péri-aortique (cyan). Barre d'échelle : 1 mm. Les échelles des images autoradiographiques sont 
ajustées de 0 à 30 %ID/g.
Partie expérimentale : Imagerie
Groupe A Groupe B Groupe C
Autoradiographie (crosse aortique)
Lésion atherosclérotique 5.54 ± 2.73 ‡ 5.51 ± 2.84 5.35 ± 1.13
Paroie aortique saine 1.90 ± 0.76 † ‡ 1.89 ± 0.76 † 2.41 ± 1.25 †
Graisse brune péri-aortique 17.55 ± 10.67 † 5.69 ± 3.73 * 5.80 ± 4.37 *
Prélèvement organes/tissus
Sang 0.65 ± 0.15 † ‡ 1.29 ± 0.55 * † ‡ 0.82 ± 0.26 † ‡
Cœur 6.67 ± 1.72 ‡ 7.52 ± 5.66 18.1 ± 12.1
Poumon 3.04 ± 0.72 † ‡ 5.47 ± 1.51 * 4.84 ±  0.99 *
Graisse brune interscapulaire 37.6 ± 26.0 † 6.44 ± 3.41 * 6.72 ± 3.67 *
Graisse blanche abdominale 0.29 ± 0.12 † ‡ 1.26 ± 0.66 * † ‡ 0.63 ± 0.35 * † ‡
Peau 0.99 ± 0.48 † ‡ 2.04 ± 1.53 † ‡ 1.77 ± 1.30 †
Muscle quadriceps 1.56 ± 0.72 † ‡ 1.23 ± 1.27 † ‡ 0.65 ± 0.11 * † ‡
Muscles paravértébraux 1.75 ± 0.92 † ‡ 1.24 ± 1.05 † ‡ 0.91 ± 0.24 * † ‡
Muscle diaphragme 10.1 ± 4.8 † 3.67 ± 4.40 * 3.01 ± 1.03 * †
Glandes salivaires 5.29 ± 1.92 ‡ 4.61 ± 1.69 3.40 ± 1.24 †
Bile 1.65 ± 1.39 † ‡ 1.79 ± 1.32 † 1.26 ± 1.35 †
Intestin 2.24 ± 0.45 † ‡ 4.46 ± 0.56 * 4.68 ± 1.38 *
Pancréas 1.99 ± 0.47 † ‡ 2.75 ± 0.68 * 2.17 ± 0.18 †
Foie 1.03 ± 0.23 † ‡ 2.20 ± 0.62 * † 1.94 ± 0.25 * †
Rein 1.25 ± 0.23 † ‡ 2.18 ± 1.26 † 1.77 ± 0.40 * †
Glandes surrénales 3.83 ± 0.91 ‡ 2.86 ± 1.08 2.61 ± 0.85 * †
Thyroïde 3.39 ± 1.20 ‡ 5.43 ± 5.29 2.83 ± 0.99 †
Thymus 3.87 ± 1.02 ‡ 4.86 ± 2.31 7.18 ± 4.54
Rate 3.24 ± 0.83 ‡ 5.91 ± 1.53 * 4.39 ± 0.89 *
Ganglions lymphatiques 2.96 ± 1.17 † ‡ 6.66 ± 3.89 * 5.19 ±  0.96 *
Moelle osseuse 3.06 ± 0.57 ‡ 8.00 ± 1.91 * 5.28 ± 0.46 *
Tissu osseux 2.01 ± 0.39 † ‡ 4.17 ± 1.82 * 3.65 ± 2.42
Cerveau 5.48 ± 2.05 ‡ 4.58 ± 1.02 3.79 ± 0.92
Moelle épinière 3.00 ± 1.12 † ‡ 2.87 ± 0.71 ‡ 2.62 ± 1.94 †
Nerfs périfériques 1.19 ± 0.47 † ‡ 1.31 ± 1.04 † ‡ 1.12 ± 0.35 † ‡
Urine 38.0 ± 18.5 † ‡ 280 ± 216 * † ‡ 153 ± 27 * † ‡
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Tableau 10. Biodistribution du FDG évaluée ex vivo par autoradiographie au niveau de la crosse aortique 
et par prélèvement d'organes ou tissus de souris apoE-/- des groupes A, B et C. P < 0.05 * vs. groupe A, 
et au sein des groupes : † vs. Lésion athérosclérotique, ‡ vs. Graisse brune péri-aortique. Les valeurs sont 
exprimées en %ID/g.
Partie expérimentale : Imagerie
  3.4.4 Présence de tissu adipeux brun autour de la crosse aortique
Les  principales  artères  présentes  dans  le  médiastin  supérieur  et  postérieur  de  souris  apoE-/-
apparaissent entourées d'un tissu adipeux d'aspect brun. Le marquage immunohistochimique anti-
UCP-1 de coupe de  crosse aortique  confirme l'identité  du tissu directement  en continuité  avec
l'adventice de l'aorte comme étant du tissu adipeux brun (BAT) (Figure 23).
  3.4.5 Influence de l'infiltration de macrophages au sein des lésions
L'infiltration des macrophages  dans les lésions athéromateuses a pu être mise en évidence par le
marquage immunohistochimique anti-F4/80 réalisé sur des coupes de crosse aortique adjacentes à
celles exposées  en  autoradiographie  (Figure 24A & B).  Cette  infiltration  a  été  quantifiée à
29 ± 15 % de l'aire des lésions pour l'ensemble des animaux de l'étude (Figure 24C). L'infiltration
des macrophages étant  déterminée  de  manière  individuelle  par  lésion  et  la  quantification  des
plaques étant également réalisée individuellement (Figure 24A & D), une analyse de corrélation à
l'échelle  des lésions individuelles  a  pu  être  réalisée  (Figure 24E).  Cette  analyse  montre  une
corrélation positive entre  l'infiltration des macrophages et l'activité lésionnelle en FDG (R = 0.47,
P < 0.001). Cette corrélation, ou une tendance vers cette corrélation a été observée dans l'ensemble
des  groupes  expérimentaux  (R = 0.34,  R = 0.62  et  R = 0.60  pour  les  groupes  A,  B  et  C,
respectivement, P = 0.09 pour le groupe A et P < 0.05 pour les groupes B et C).
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Figure 22. Présence de tissu adipeux 
brun péri-aortique à proximité de la 
crosse aortique de souris apoE-/- 
montrée par marquage anti-UCP-1 (A) 
et son contrôle de spécificité (B). Barre 
d'échelle : 200 µm.
Partie expérimentale : Imagerie
  3.4.6 Biodistribution ex vivo de FDG
En plus de l'analyse par autoradiographie réalisée dans la crosse aortique, une analyse par comptage
gamma d'échantillons tissulaires a également été réalisée. Les résultats quantifiés de l'ensemble de
l'analyse de captation de FDG ex vivo sont présentés dans le Tableau 10.
Les animaux du groupe A ont présenté une activité sanguine significativement plus faible que les
animaux  du  groupe  B  (P < 0.05),  mais  non  significativement  inférieure  à  ceux  du  groupe  C
(P = 0.08).  En  considérant  les  données  de  l'analyse  autoradiographique,  on  peut  déterminer  les
rapports de fixation de FDG entre les lésions athéromateuses et les tissus directement adjacents
(Figure 25).  Des  rapports  lésions-sur-sang  similaires  entre  les  groupes  expérimentaux  ont  été
constatés (9.1 ± 5.3, 6.0 ± 4.4 et 7.0 ± 2.6 pour le groupes A, B et C, respectivement, P =NS), tout
comme pour les rapports lésion-sur-paroi saine (2.9 ± 1.1, 3.5 ± 2.9, 2.5 ± 0.9 pour le groupes A, B
et  C,  respectivement,  P =NS).  La  forte  captation  dans  le  BAT péri-aortique  mesurée  chez  les
animaux du groupe A donne un rapport lésion-sur-BAT péri-aortique de 0.3 ± 0.1, significativement
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Figure 24. Présence de macrophages dans les lésions athéromateuses de la crosse aortique de souris 
apoE-/- montrée par marquage immunohistochimique de F4/80 (A) et son contrôle de spécificité (B). 
Quantification de l'infiltration de macrophages au sein des lésions dans les différents groupes 
expérimentaux (C). La quantification de la captation du FDG dans les lésions par autoradiographie (D) a 
été corrélée à l'infiltration des macrophages (E). Barre d'échelle : 200 µm. L'échelle de l'image 
autoradiographique a été ajustée de 0 à 15 %ID/g.
Partie expérimentale : Imagerie
inférieur  à  celui  des  deux  autres  groupes  (1.1 ± 0.4  et  1.5 ± 1.0  pour  les  groupes  B  et  C,
respectivement, P = NS pour C vs. B, P < 0.05 pour C vs. A et P < 0.01 pour B vs. A).
La captation de FDG dans d'autres tissus a également été étudiée. Dans l'ensemble des groupes, les
organes thoraciques prélevés (cœur, poumons et thymus) présentent une activité proche de celle
observée  dans  les  lésions  (P = NS vs.  lésions)  à  l'exception  du  poumon dans  le  groupe A.  La
captation dans le cœur est importante pour les animaux du groupe C et tend à être supérieure par
rapport aux deux autres groupes (P = 0.07 vs. groupe A et groupe B). Le muscle diaphragme à
proximité de l'aorte thoracique présente une captation similaire à la captation lésionnelle dans les
groupes B et C (P = NS vs lésions) et supérieure dans le groupe A (P < 0.05 vs. lésions) ; cette
captation est plus importante en moyenne pour les animaux du groupe A (P < 0.05 vs. groupes B et
C).
Le captation du FDG dans le BAT est importante dans le groupe A (P < 0.05 vs. groupes B et C
pour le BAT interscapulaire et péri-aortique). Dans ce groupe, la captation dans le BAT dépasse la
captation lésionnelle (P < 0.05 vs. lésions pour les deux BAT) alors que dans les groupes B et C ces
tissus présentent une captation similaire (P = NS vs. lésions pour les deux BAT).  Une corrélation
entre  la  captation  de  FDG dans le  BAT interscapulaire  et  péri-aortique  est  observée  (R = 0.90,
P < 0.001).
  3.4.7 Corrélation entre données PET et données ex vivo
L'activité mesurée dans le VOI centré sur la crosse aortique lors de l'acquisition PET/CT a été
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Figure 25. Rapports entre la captation du 
FDG dans les lésions et les tissus 
directement environnants (sang, paroi saine 
et graisse brune péri-aortique) au niveau de 
la crosse aortique de souris apoE-/-. 
P < 0.05 : * vs. groupe A ; † vs. lésion-sur-
sang ; ‡ vs. lésion-sur-paroi saine.
Partie expérimentale : Imagerie
analysée au regard des activités mesurées ex vivo dans l'ensemble des tissus supposés entrer dans la
composition du VOI (Figure 26). L'activité mesurée dans le BAT péri-aortique est  positivement
corrélée avec l'activité mesurée dans le VOI (R = 0.84, P < 0.001). Cette corrélation n'a pas été
observée avec l'activité lésionnelle, l'activité de la paroi aortique saine, ni avec l'activité sanguine
(R = 0.46, R = 0.43 et R = -0.42 respectivement, P = NS).
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Figure 26. Étude de corrélation 
entre la captation de FDG 
quantifiée par imagerie PET d'un 
VOI situé dans la crosse aortique 
de souris apoE-/- (ordonnées A, B, 
C, B) et évaluée ex vivo au 
niveau des lésions (A), dans la 
paroi aortique dépourvue de 
lésions (B), la graisse brune péri-
aortique (C) et l'activité sanguine 
(D).
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4 Discussion
 4.1 Peptides
  4.1.1 Principaux résultats de l'étude des peptides 
Les différentes approches utilisées pour mesurer l'affinité entre le peptide B2702p, B2702p1 ou le
tétrapeptide B2702p1 d'une part et VCAM-1 d'autre part n'ont pas permis de mettre en évidence de
liaison spécifique entre les peptides et  la molécule d'adhésion.  Par ailleurs, l'étude des peptides
après  radiomarquage démontre  un problème majeur  de stabilité  dans  le  sang pour  les  peptides
synthétisés à partir  d'acides aminées de la série L,  tandis que ceux synthétisés à partir  d'acides
aminées de la série D montre une bonne stabilité après radiomarquage au technétium-99m (avec les
deux méthodes de radiomarquages étudiées) mais pas après radiomarquage au fluor-18. L'étude
dans le modèle de souris apoE-/- avec  le peptide L-B2702p1 radiomarqué au technétium-99m via la
méthode Isolink – qui correspond aux résultats antérieurs obtenus au sein du laboratoire – menée
avant la mise en évidence du problème majeur de stabilité, n'a pas permis de visualiser les lésions
athéromateuses exprimant VCAM-1. L'étude menée avec le peptide [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1 n'a
pas non plus permis de visualiser les plaques d'athérome.
  4.1.2 Liaison à VCAM-1
   4.1.2.1 Principe des études d’interaction
Principes  de  base  des  études de  liaison. L'ensemble  des  approches  utilisées  pour  mesurer
l'affinité repose sur l'hypothèse de l’existence d'une liaison entre les partenaires étudiés ; dans le cas
le plus simple, cette liaison correspond au modèle d'interaction simple ligand-récepteur répondant à
la loi d'action de masse (Limbird 2004). Un raffinement du modèle peut être envisagé lorsque les
données  expérimentales  ne  sont  pas  correctement  ajustées  au  modèle  présupposé  pour  rendre
compte du phénomène observé (liaison sur plusieurs sites, coopération, etc...) ;  cela ne s'est pas
révélé nécessaire dans le cadre de ces travaux expérimentaux. Dans ce modèle, la loi d'action de
masse implique que les  partenaires  soient  également  accessibles,  qu'il  n'existe  pas  d'interaction
partielle, que les partenaires ne soient pas altérés par la liaison et que cette liaison soit totalement
réversible. Le modèle d'interaction simple ligand-récepteur répond à l'équation 8 (Eq. 8).
[R ] + [L ]
kon
→
←
koff
[RL ] (8)
Dans  cette  équation  [R]  et  [L]  représentent  la  concentration  en  partenaires  libres,  [RL]  la
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concentration  en  partenaires  liés  (également  appelée  B pour  binding),  kon et  koff les  constantes
cinétiques  d'association  et  de  dissociation,  respectivement.  Lorsque  le  système  se  trouve  à
l'équilibre,  l'affinité  entre  les  deux  partenaires  est  décrite  par  la  constante  de  dissociation  à
l'équilibre KD (Eq. 9).
KD =
koff
kon
=
[R ] [L ]
[RL ]
(9)
Pour  une  concentration  en  B  fixe,  on  définit  également  Bmax (maximum  binding)  comme  la
concentration totale en (R) (Bmax = [R]total). Dans ce cadre,  KD est définie comme la concentration en
(L) pour laquelle B (i.e. [RL]) correspond à la moitié de Bmax. Par développement, on aboutit à une
équation à 4 paramètres (Eq. 10)
B =
[L ] Bmax
KD + [L]
(10)
dont la représentation graphique donne la  courbe de saturation (saturation binding curve,  aussi
appelée isotherme de saturation, saturation isotherm) (Figure 27).
Dans l'ensemble des approches, l'évaluation de l'affinité se base sur cette formule adaptée lorsque
nécessaire.  Une  interprétation  valide  de  ces  données  de  liaison  à  saturation  n'est  obtenue  que
lorsque les présupposés suivants sont respectés : 1) la liaison est saturable (ce qui est le cas de toute
liaison spécifique), 2) la liaison est à l'équilibre, répondant à la loi d'action de masse (par extension,
cela signifie qu'il n'y a pas de phénomène de coopération), 3) la fraction de partenaire titré A libre
reste toujours largement supérieure à celle liée à son partenaire (i.e. [L] >> [RL]) et de ce fait la
concentration  en  (L)  libre  peut-être  considérée  comme  inchangée  par  la  liaison  (Hulme  et
Trevethick 2010). Lorsque ce point n'est pas respecté, on observe un phénomène de déplétion en
ligand.  Ce point  n'est  pas  en  contradiction  avec  le  principe  de  saturation :  la  concentration  en
partenaires liées ([RL] ou B) s'élève a une proportion non nulle de [R], en passant par ½ Bmax (alors
[L] = KD) pour tendre vers  Bmax (plateau). L'évaluation du KD dans le cadre de ces expérience de
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Figure 27. Courbe de saturation théorique dans un modèle 
d'interaction simple ligand-récepteur présentant la liaison, B, en 
fonction de la concentration en (L), [L]. B
max
 : liaison maximale ; 
K
D
 : constante de dissociation à l'équilibre.
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saturation  nécessite  de  mesurer  la  liaison  B,  de  déterminer  le  Bmax, et  de  connaître  [L]  pour
l'ensemble des points expérimentaux.
Application  aux études de liaison réalisées.  Dans  le  cas  de  l'analyse  SPR,  les  résultats  au
plateau sont directement obtenus en soustrayant la réponse dans la piste présentant la molécule
ICAM-1  immobilisée  à  celle  présentant  VCAM-1  immobilisée.  Sur  ces  données  de  fixation
spécifique, l'équation de liaison à saturation peut être directement appliquée (Eq. 10 ou Eq. 1). C'est
également le cas dans les expériences de saturation en plaque, où les valeurs sont obtenues dans des
puits avec VCAM-1 adsorbé mais aussi sur des puits contrôles, donnant par soustraction une valeur
de fixation spécifique.  Concernant  l'analyse en polarisation de fluorescence,  l'équation 10 a été
adaptée pour rendre compte d'une réponse minimale du système en l'absence de liaison (polarisation
liée à la molécule seul en solution) ; ceci se traduit par l'ajout d'un terme rendant compte de cette
réponse minimale et l'adaptation du terme de réponse maximale, dont l'amplitude est diminuée de
cette même réponse minimale (Eq. 3). De par sa nature, cette technique présente l'avantage de ne
générer aucun signal lié à la fixation non spécifique (Lakowicz 2006).
   4.1.2.2 Résultats obtenus
Étude en SPR. L'étude en SPR avec VCAM-1 pour ligand et le peptide L-B2702p pour analyte n'a
pas permis de mettre en évidence de liaison entre ces deux molécules. Une réponse du système a été
observée lors du passage des solutions contenant le peptide. Cette réponse rapide et d'amplitude
directement proportionnelle à la concentration en peptide peut être considérée comme analogue à un
changement  de solution (le  tampon utilisé  était  identique mais  il  contenait  du peptide dilué en
concentration croissante). Du fait de la rapidité de la réponse, le signal obtenu n'a pas pu être ajusté
au modèle de fixation cinétique permettant de déterminer les constantes cinétiques d'association et
de  dissociation  (kon &  koff)  et  d'en  déduire  l'affinité.  La  linéarité  de  la  réponse  (considérée  à
l'équilibre) avec la concentration en peptide n'a pas permis l'ajustement au modèle d'interaction
témoignant ainsi de l'absence de liaison.
L'utilisation d'un fragment d'anticorps ciblant VCAM-1 a permis de valider la méthode ; elle a mis
en évidence une affinité nanomolaire de cette molécule pour sa cible par étude de la réponse à
l'équilibre ainsi que par étude cinétique (résultats non présentés pour ce dernier cas).
Polarisation de fluorescence. La polarisation de fluorescence a été utilisée pour tenter de mettre
en  évidence  la  liaison  entre  VCAM-1  et  les  peptides  (ou  le  tétra-peptide)  conjugués  à  la
fluorescéine ; cette approche a également échouée.
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Dans le cadre de ces expérimentations, les solution de peptides fluorescents sont titrés par ajout de
faibles volumes de solution concentrée de VCAM-1. En effet, afin d’observer la polarisation d'un
complexe correspondant à la liaison de deux partenaires, il est préférable que la molécule porteuse
du fluorophore présente un poids moléculaire inférieur à son partenaire afin que la liaison affecte de
façon importante son mouvement en solution et ainsi diminue de façon importante la dépolarisation
que celui-ci entraîne (i.e. polarise la lumière émise). L'utilisation d'une technique de saturation pour
déterminer une affinité de liaison suppose que la concentration en produit à titrer soit largement
inférieure au KD afin de ne pas être confronté à une situation de déplétion en ligand. Dans le cadre
spécifique  de  la  polarisation  de  fluorescence,  il  est  nécessaire  que  le  ratio  entre  molécule
fluorescente liée et libre soit important pour permettre la détection de la polarisation. Ces deux
prérequis vont dans un même sens : ils posent cependant le problème de la sensibilité de détection
du  système  lors  de  la  diminution  de  concentration  de  la  molécule  fluorescente.  La  nécessité
d'augmenter le gain électronique dans ces conditions conduit à l'acquisition de données bruitées et
sensibles aux artefacts. Dans l'ensemble des expérimentations, la concentration en peptide ou tétra-
peptide fluorescent variait entre 32 nM et 350 nM.
La méthode expérimentale a été validée en titrant la molécule Hsp70 – autre protéine décrite pour
lier le peptide B2702p (Nossner et al. 1996; Woo et al. 1997; N. Maeda et al. 2007) – en se plaçant
à la condition limite supérieure (350 nM de peptide fluorescéine-L-B2702p). Dans cette condition,
l'affinité  pour  Hsp70  a  été  mesurée  à  0.5 µM ; deux  autres  expériences  de  polarisation  de
fluorescence rendait compte de cette liaison, mais une seule autre a été retenue, l'ajustement de la
courbe expérimentale au modèle n'étant pas considéré comme correct pour la seconde. Sur les deux
expérience retenues, l'affinité de B2702p1 pour Hsp70 a été estimée a 0.7 ± 0.2 µM. Une étude de
Maeda  et  al. (N. Maeda  et  al. 2007) a  évalué cette affinité en spectroscopie SPR (suivant  une
approche de saturation) à 1.8 µM. Cette affinité a aussi été évaluée par saturation de liaison en puits
par Woo et al. (Woo et al. 1997), mais la valeur exacte n'a pas été publiée dans l'article, qui cite
cependant  une  valeur  micromolaire.  Il  se  pourrait  que  la  constante  de dissociation  mesurée  en
polarisation  de  fluorescence  soit  sous-estimée  à  cause  d'un  phénomène  de  déplétion  en  ligand
(Hulme et Trevethick 2010) lié au problème de sensibilité. Cependant, ce phénomène ne peut à lui
seul  expliquer  l'absence  de  réponse  observée  lors  de  la  titration  des  molécules  d'intérêt  par  la
molécule VCAM-1.
Tests  de  saturation  en  puits. Cette  méthodologie  nécessite  le  radiomarquage  des  molécules
étudiées. Un préalable aux tests de saturation en puits de molécules radioactives est donc la stabilité
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radiochimique des  peptides  étudiés.  L’ensemble  des  peptides  de  séquence  B2702p & B2702p1
présente une bonne stabilité radiochimique dans leur milieu de marquage (cf. 3.2). C'est aussi le cas
du  peptide  L-B2702p  radiomarqué  via Isolink  (résultats  non  présentés).  L'expérimentation  de
liaison à  saturation  de  produit  radiomarqué  sur  une  surface  adsorbée  de  molécules  cibles  (par
l'utilisation d'une solution de VCAM-1 10 nM, excluant tout risque d'artefact liée à la déplétion en
ligand) n'a pas permis de mettre en évidence de liaison entre les différents peptides testés et VCAM-
1. En effet, en tout point, une activité similaire a été observée dans les puits contenant la protéine
d'intérêt  et  dans  les  puits  contrôles  (soit  adsorbés  avec  une  protéine  contrôle  ou  sans  protéine
contrôle). Hormis dans le cas de [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1, l'activité mesurée était proportionnelle
à  la  concentration  en  peptide  radioactif  incubé.  Dans  le  cas  de  [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1 on
observe un infléchissement des courbes obtenues par comptage de l'activité dans les puits contenant
VCAM-1 et les puits contrôles (Figure 8C). Ce phénomène relève probablement d'une erreur dans
la  concentration  en  peptide  réellement  présente  dans  les  puits  par  rapport  à  la  concentration
calculée. Dans tous les cas, les données de fixation spécifique n’ont pas pu être ajustées au modèle
rendant compte d'une liaison. De même (hormis pour  [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1), l'utilisation de
données de liaison totale, telle que décrit par Swillens (Swillens 1995) , n'a pas permis de mettre en
évidence de liaison.
Cette  technique  a  été  validée  par  l'utilisation  d'un  fragment  d'anticorps  ciblant  VCAM-1
radiomarqué au technétium-99m qui a montré une affinité nanomolaire pour sa cible, en prenant en
compte les données de fixation spécifique ou totale.
Autres  approches. Une  approche  d'évaluation  de  la  liaison  entre  le  peptide  et  VCAM-1 par
saturation a également été entreprise, reposant cette fois sur la titration calorimétrique isotherme
(ITC,  isothermal  titration  calorimetry).  Celle-ci  a  également  échouée.  Les  valeurs  issues  de
l'intégration des pics de dégagement de chaleur mesurées lors de la mise en contact du peptide et de
son partenaire protéique n'ont pas pu être ajustées à un modèle rendant compte de l’interaction entre
les  partenaires.  Toutefois,  un  phénomène  de  dégagement  de  chaleur  continu  et  à  croissance
exponentielle a été observé après  ajout des deux partenaires.  Ce phénomène, d'abord interprété
comme une contamination bactérienne avant que cette hypothèse ne soit rejetée suite à l'observation
de ce même phénomène avec l'utilisation de solutions filtrées, n'a pas pu être expliqué. La dérive de
la courbe de base parasitant l'acquisition de données exactes,  les résultats  partiels négatifs,  non
entièrement interprétables, n'ont pas été inclus dans cette thèse.
Une dernière approche a été testée, reposant sur la compétition de liaison à saturation, suivant une
198/274
Partie expérimentale : Imagerie
approche similaire à celle décrite par Nahrendorf et al. (Nahrendorf et al. 2009). Dans le cadre de
cette approche,  la  molécule recombinante murine VCAM-1 a été immobilisée sur des colonnes
contenant des billes d'agarose par un couplage amine alors qu'une seconde colonne non traitée a été
utilisée comme contrôle. L'utilisation du fragment d'anticorps radiomarqué au technétium-99m a
permis  de  valider  la  technique,  démontrant  une  fixation  33  fois  supérieure  dans  la  colonne
présentant VCAM-1 que dans la colonne contrôle, fixation qui a pu être réduite à 2 fois celle de la
condition  contrôle  par  ajout  d'un  excès  de  273  fois  de  ce  même  fragment  d'anticorps  froid.
Cependant, ni la molécule [99mTc]-HYNIC-tetra-L-B2702p1, ni la molécule [99mTc]-MLP ou [111In]-
MLP,  telles  que  présentées  dans  l'étude  par  Nahrendorf  et  al. (Nahrendorf  et  al. 2009) n'ont
démontré  de  comportement  similaire.  La  compétition  de  la  fixation  du  fragment  d'anticorps  à
VCAM-1 (dont l'affinité a  été mesurée par test  de saturation en puits  à 11.3 ± 7.5 nM) par les
peptides n'a pas été envisagée au vu de leur affinité attendue.
Mise en perspective des résultats obtenus. Les approches basées sur la saturation de sites de
liaison destinées à mesurer l'affinité des peptides (ou tétra-peptides) à VCAM-1 ont été validées soit
par l'utilisation d'un fragment d'anticorps ciblant VCAM-1 (spectroscopie SPR, saturation en puits),
soit par l'utilisation du peptide L-B2702p et de la molécule Hsp70 (polarisation de fluorescence) qui
ont été décrits comme partenaires de liaison (Nossner et al. 1996; Woo et al. 1997; H. Maeda et al.
2007). Cependant, aucune de ces approche n'a permis de mettre en évidence de liaison entre les
peptides (ou le tétra-peptide) et VCAM-1, contrairement à ce qui a été décrit dans la littérature
(Ling et al. 2000; Broisat et al. 2007; Dimastromatteo 2010). En effet l'étude de Ling et al. (Ling et
al. 2000) présente  pour  la  première  fois  VCAM-1 comme partenaire  de  liaison du peptide  L-
B2702p, identifié par technique de double hybride et confirmé par analyse de liaison sur membrane.
L'affinité de cette liaison a été évaluée à 0.3 µM par polarisation de fluorescence  (Broisat  et al.
2007) ; cette même technique a permis d'évaluer l'affinité de L-B2702p1 pour VCAM-1 à 15 µM
(Dimastromatteo 2010).
Les énantiomères.  Il a été montré que certains peptides présentent une affinité augmentée pour
leur cible lorsque synthétisés à partir d'acides aminés de série D plutôt que L (Kokkoni et al. 2006).
D-B2702p ne présente pas de liaison aux protéines de la  famille de Hsp70 contrairement  à L-
B2702p  (Nossner  et  al. 1996;  Woo  et  al. 1997).  Aucune donnée antérieure sur la  liaison entre
VCAM-1 et le peptide B2702p de la série D (D-B2702p) n'a été rapportée, néanmoins, des effets
immunomodulateurs semblables ont été observés avec l'utilisation de ce peptide constitué d'acides
aminés de la série L ou D (L. Gao, Woo, et Buelow 1996). Les peptides de la série L & D présentent
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tous deux des propriétés d'inhibition de l'hème oxydase-1 (Iyer et al. 1998). Ling et al. (Ling et al.
2000) ont postulé qu'une partie des effets immunomodulateurs des peptides B2702p est lié à leur
liaison  à  VCAM-1.  Ceci  impliquerait  la  liaison  de  D-B2702p  à  VCAM-1  qui  n'a  jamais  été
démontrée dans la littérature. Suivant l'approche empirique déjà adoptée pour générer les peptides
dérivés de B2702p, le peptide B2702p de série D a été synthétisé afin de pallier aux problèmes de
stabilité observés et son affinité pour VCAM-1 a été évaluée a posteriori. Les expériences effectués,
limitées aux tests de saturation en puits, indiquent l'absence de liaison entre D-B2702p1 et VCAM-
1. Cependant l'ensemble des approches visant à évaluer l'affinité des peptides de série L étant en
contradiction avec les résultats antérieurs, qui décrivent une liaison entre ces peptides et VCAM-1,
l'évaluation de l'affinité du  peptide de série D pour VCAM-1 n'a pas été davantage étudiée.
  4.1.3 Stabilité des peptides
   4.1.3.1 Radiomarquage
Techniques  de  radiomarquages  utilisées.  La  nature  organométallique  du  cœur  technétium-
tricarbonyle  a  apporté  un regain d’intérêt  dans  la  conception  de  produits  radiopharmaceutiques
technétiés (Alberto et al. 1998). Le cœur technétium est un petit complexe capable de se complexer
à un grand nombre de ligands. Il a été montré que l’histidine est le meilleur ligand et que sa position
en N-terminal est la plus favorable pour le radiomarquage (Egli et al. 1999; Waibel et al. 1999). Le
radiomarquage  via la  méthode  Isolink  (ou  méthode  tricarbonyle)  s'effectue  sur  des  peptides
présentant une histidine en position N-terminale afin de faciliter le radiomarquage avec le cœur
technétium-tricarbonyle.
Le 6-hydrazino nicotinamide (HYNIC) est un autre chélateur bifonctionnel intéressant utilisé pour
préparer des molécules technétiées (S. Liu et Edwards 1999). Dans cette approche, il est nécessaire
d’utiliser un coligand afin de compléter la sphère de coordination du technétium. Bien que le choix
du coligand soit  multiple,  la  tricine est  souvent  sélectionnée.  L’avantage de ce chélatant  réside
surtout  dans  le  rôle  des  coligands  autorisant  des  modifications  faciles  d’hydrophobicité  et  des
propriétés pharmacocinétiques des molécules radiomarquées.
Stabilité des radiomarquages. Les peptides B2702p1 de série L et D ont tous été radiomarqués au
technétium-99m avec une bonne pureté radiochimique supérieure à 95%, et ce quelle que soit la
méthode envisagée (Isolink ou HYNIC). Ils ont également tous présenté une très bonne stabilité
dans le milieu de marquage. Que le peptide soit de la série L ou D, aucune différence n'est observée
dans le temps de rétention dans les conditions d'analyse. Par contre une différence dans les temps de
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rétention a été observée entre les peptides marqués  via Isolink et  via HYNIC, les premiers étant
élués vers 19 min et les seconds vers 17 min.
   4.1.3.2 Stabilité sanguine
Peptides marqués au technétium-99m par la méthode Isolink.  L'analyse de stabilité  in vivo
réalisée  à  partir  de  sang  de  souris  prélevé  180 min  après  injection  du  radiotraceur  [99mTc]-L-
B2702p1 (méthode Isolink) témoigne, en apparence, d'une bonne stabilité. En effet, le temps de
rétention du pic d'activité majoritaire est similaire à celui observé en utilisant le radiomarquage
initial (~19 min). Cependant, l'analyse  in vitro par incubation du produit dans du sang de souris
révèle  que dès  30 min,  la  fraction libre du plasma présente un pic  d'activité  majoritaire  élué à
16 min  et  ne  présente  quasiment  plus  d'activité  à  19 min.  Cette  observation  seule  peut  laisser
supposer  un  biais  méthodologique  –  changement  du  temps  de  rétention  lors  du  protocole
d'incubation du produit  in vitro dans du sang. C'est l'explication qui a été retenue précédemment
(Dimastromatteo  2010).  Plus  récemment,  une  méthodologie  d'analyse  plus  fine  (prélèvement
immédiatement après mise en contact avec le sang et méthode de co-injection) a permis de mettre
en  évidence  que  cette  différence  de  temps  de  rétention  est  due  à  une  dégradation  partielle  du
peptide. L'analyse HPLC de la fraction libre du plasma au temps initial de l'incubation (juste après
contact du sang) indique que l'activité éluée au temps de rétention attendu pour le produit intègre ne
représente plus que 22% de l'activité totale mesurée. L'analyse de co-injection de la fraction libre du
plasma isolée après 30 min d'incubation dans du sang de souris avec le produit de radiomarquage
initial a permis de vérifier que le pic à 16 min est différent du peptide technétié initial et confirme
donc sa dégradation in vitro. L’analyse de la fraction libre du plasma purifié à partir du sang prélevé
à 180 min après administration i.v. du produit technétié montre, sur le radiochromatogramme, une
faible proportion de produits de dégradation. Ceci peut être expliqué par une élimination biologique
plus importante des produits de dégradation que du peptide non dégradé (discutée plus loin).
Le peptide [99mTc]-D-B2702p1 est élué au même temps de rétention en utilisant le radiomarquage
initial et après incubation in vitro dans le sang. Il présente donc une bonne stabilité in vitro dans le
sang de souris. La co-injection du radiomarquage initial dans la fraction libre du plasma obtenu
après 180 min d'incubation confirme l’intégrité  du peptide [99mTc]-D-B2702p1 puisqu'un seul et
unique pic majoritaire est visualisé. Le peptide synthétisé à partir d'acides aminés série D apparaît
donc plus résistant à la protéolyse tandis que le peptide synthétisé avec des acides aminés sérié L se
dégrade aussi bien dans le sang de souris que dans le sang humain.
Peptides  marqués  au  technétium-99m  par  la  méthode  HYNIC.  Les  peptides  marqués  au
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technétium-99m par leur groupement HYNIC présentent des résultats de stabilité analogues à ceux
observés avec les peptides marqués  via Isolink.  Brièvement, lors de l'incubation  in vitro dans du
sang, [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1 présente une zone d'activité majoritaire avec de multiples pics
élués plus tôt par rapport au peptide initial. Ceci est interprété comme une protéolyse du peptide
générant  plusieurs  produits  de  dégradation  radiomarqués  plus  petits  et  plus  hydrophiles  que  le
peptide  d'origine.  A l'inverse,  le  pic  d'activité  majoritaire,  correspondant  au  [99mTc]-HYNIC-D-
B2702p1, est préservé au cours de l'incubation dans du sang au temps de rétention attendu pour le
peptide  technétié  (Figure 12).  Le  peptide  [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1  apparaît  donc  stable,
contrairement au peptide [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1.
Peptides marqués au fluor-18. Les peptides B2702p1 radiomarqués au fluor-18 par couplage de
[18F]-fluorobenzaldéhyde aux précurseurs de série L et D ont présenté à réception du produit (~3 h
après radio marquage) une dégradation partielle dans le milieu de marquage. Pour le peptide fluoré
de la série L, l'analyse in vitro par incubation dans du sang humain révèle que le traceur fluoré subit
rapidement une forte dégradation ; dès 60 min d’incubation, il ne reste plus que 11% du radiotraceur
et de nombreux autres sous-produits fluorés sont apparus. Pour le peptide fluoré de la série D, dès la
mise en contact de  [18F]-FBA-D-B2702p1  dans le sang humain, l'analyse de la fraction libre du
plasma révèle deux pics distincts : un produit de dégradation et le peptide intègre. L’utilisation de la
co-injection a permis de  confirmer que le produit élué à 20:25 min correspondait bien au traceur
fluoré intègre.
Il apparaît donc que les peptides [18F]-FBA-L-B2702p1 et [18F]-FBA-D-B2702p1 présentent une
stabilité chimique limitée dans leur milieu de marquage et sont tous deux sensibles à la protéolyse
dans le  plasma.  Des stratégies de radiomarquage au fluor-18 alternatives au couplage du [18F]-
fluorobenzaldéhyde sur le précurseur porteur d'un groupement oxime en N-term ont été envisagées.
La première de ces stratégies consiste en la liaison d'un groupement porteur de l'atome de fluor-18
directement par une liaison peptidique ; la seconde consiste en la conjugaison au peptide d'un [18F]-
fluorodesoxyglucose.  Dans  les  deux  cas,  ces  marquages  ont  été  réalisés  sur  un  précurseur
peptidique synthétisé à  partir  d'acides  aminés  de la  série  L,  et  dans  les  deux cas  l'analyse  par
incubation dans le sang a montré une forte instabilité du radiotraceur (résultats non présentés).
Dégradation  des  peptides.  Il  est  connu  que  la  stabilité  sanguine  des  peptides  est  faible,  en
particulier  en  raison  des  exopeptidases  peu  spécifiques  présentes  dans  le  plasma  (Ahrens,
Bellmann-Sickert, et Beck-Sickinger 2012). Les peptidases sont des enzymes (classés EC 3.4 dans
la nomenclature des enzyme) catalysant l'hydrolyse de la liaison peptidique entre les résidus des
202/274
Partie expérimentale : Imagerie
peptide ou des protéines. Ces enzymes présentent des sélectivités de substrat très variables et leur
activité peut être régulée par la présence d'inhibiteur (Rawlings, Barrett, et Bateman 2012).
L’existence de différences entre espèces concernant l'activité plasmatique des peptidases  (Walter,
Neidle, et Marks 1975; Jenssen et Aspmo 2008) justifie l'analyse de stabilité dans du sang humain et
murin. Les mécanismes impliqués dans la dégradations des peptides n'ont pas été étudiés dans le
cadre de ces travaux de thèse.
Diverses modifications permettent d'augmenter la stabilité plasmatique des peptides en inhibant la
reconnaissance  de  la  liaison  peptidique  par  les  protéases  (Powell  et  al. 1993;  Mason  2010).
L'utilisation d'acides aminés de série D dans la séquence peptidique est une méthode efficace pour
inhiber la protéolyse (Schumacher et al. 1996; S. Y. Hong, Oh, et Lee 1999). Cette méthode a été
retenue  dans  le  cadre  de  cette  étude  et  a  permis  l'obtention  de  produits  téchnétiés  [99mTc]-D-
B2702p1 et [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1 résistants à la protéolyse. Le peptide fluoré de série D a
présenté un profil de dégradation moins prononcé que celui de la série L (seulement deux produits
radiomarqués ont été identifiés).
Outre la disparition rapide du pic d'activité correspondant au produit intègre lors de l'analyse de la
fraction libre isolée pendant l'incubation de [99mTc]-L-B2702p1 (marqué via Isolink) dans du sang,
un autre élément a pu mener à l'interprétation erronée du changement de temps de rétention du
produit dans le sang (Dimastromatteo 2010). Il s'agit de la présence d'un pic largement majoritaire à
~16 min (pouvant même apparaître comme unique avec des conditions d'analyse telles qu'utilisées
antérieurement au laboratoire donnant un radiochromatogramme moins résolu). Ceci témoigne de la
présence d'un unique produit de dégradation majoritaire radiomarqué, ce qui est différent de ce qui
est  observé  dans  le  cas  des  autres  produits  dégradés  ([99mTc]-HYNIC-L-B2702p1  et  produits
fluorés).
Les  études  biologiques  du  peptide  [99mTc]-L-B2702p1  (marquage  Isolink)  ont  été  effectués
antérieurement à la nouvelle analyse de stabilité. Cette étude rend donc compte du comportement
biologique du peptide ainsi que de ses produits de dégradation. Comme le montre l'analyse du sang
prélevé 180 min après injection du peptide chez la souris, le peptide non dégradé est encore présent
dans la fraction libre du plasma alors que les produits de dégradation ne sont plus retrouvés dans
cette  fraction ;  il  est  cependant  difficile  de présager  de ce que représente dans  ce cas l'activité
tissulaire.
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   4.1.3.3 Répartition sanguine
Considérations  préliminaires  sur  la  répartition  sanguine.  La  répartition  entre  la  fraction
cellulaire, la fraction plasmatique liée aux protéines sanguines et la fraction libre du plasma a été
étudiée pour l’ensemble des expériences d'incubation du peptide dans le sang ex vivo et l'ensemble
des  prélèvements  sanguins  réalisés.  La  fraction  cellulaire  correspond  au  culot  obtenu  après
centrifugation du sang total. Les cellules présentes dans le sang sont les érythrocytes (largement
majoritaire),  les  leucocytes  et  les  thrombocytes.  La  fraction  plasmatique  liée  aux  protéines  est
obtenue  soit  par  filtration  du  plasma  sur  membrane,  soit  par  précipitation  avec  de  l'acide
trichloroacétique.  Dans  les  deux  cas,  les  protéines  et  complexes  protéiques  de  haut  poids
moléculaire  (en  comparaison  avec  les  peptides  de  1-2 kDa)  sont  isolés  de  la  fraction  libre  du
plasma. La très grande majorité des protéines plasmatiques est ainsi isolée y compris l'albumine (la
protéine  plasmatique  majoritaire,  présentant  une  masse  moléculaire  de  65 kDa),  les  globulines
(famille  très hétérogène, comprenant les protéines plasmatiques et complexes protéiques de poids
moléculaire supérieur à l'albumine, tels que les complexes α- et β-lipoprotéiques ou encore les γ-
globulines)  et  le  fibrinogène  (340 kDa).  La  réparation  des  peptides  (et  de  leur  produit  de
dégradation) au sein de ces différentes fractions est fonction de leur propriétés physico-chimiques et
donc d'une certaine affinité pour les éléments cités ci-dessus ; on peut ainsi aisément concevoir
qu'un  produit  lipophile  interagisse  largement  avec  un  domaine  hydrophobe  de  l'albumine,  par
exemple. Cette séquestration peut avoir des conséquences sur la biodisponibilité des produits pour
leur cibles  in vivo, et plus largement une implication majeure sur sa pharmacocinétique. À noter
toutefois que la fraction libre du plasma est en équilibre dynamique avec les différents pools de
produit liés aux éléments cellulaires ou plasmatiques. Il en résulte qu'une déplétion du plasma en
produit engendre un déplacement de l'équilibre et donc permet de libérer une portion du produit
séquestré.
Déplétion de la fraction libre et implications. L’observation d'une déplétion en peptide lors d'une
analyse in vitro implique sa dégradation. Dans ce cas, l'analyse de la fraction libre du plasma est un
bon reflet de la stabilité du produit dans le sang total, bien que seulement qualitativement. En effet,
du fait de différences dans les propriétés physico-chimiques entre le produit initial et des produits
de dégradation (poids moléculaire, balance hydrophile-hydrophobe, charge) leur répartition entre
les différentes fraction analysées n'est a priori pas homogène.
In  vivo,  une  déplétion  en  produit  dans  la  fraction  libre  peut  être  observée  en  présence  d'une
interaction de haute affinité du produit. Cependant, cette déplétion est dynamiquement compensée
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par le déplacement de l'équilibre avec les autres pools de produits (compensation de plus en plus
partielle,  plus  l'interaction  est  forte  et  plus  la  proportion  de  produit  dans  la  fraction  libre  est
importante). Tout comme dans le cadre de l'analyse in vitro, les produits de dégradation et le produit
initial présentent une répartition différente in vivo. L'hydrolyse du produit initial donne des produits
de plus faible masse moléculaire et donc plus solubles en règle générale. Ces produits en plus forte
concentration  dans  la  fraction  libre  du  plasma  pourraient  être  plus  susceptibles  à  l'élimination
biologique. Ceci est aisément concevable dans le cadre de l'élimination rénale, dont la première
étape, la filtration glomérulaire du plasma laisse passer librement dans l'urine primitive une grande
partie de molécules d'une masse moléculaire inférieure à 2 kDa  (Venturoli et Rippe 2005). Ainsi,
lors de l'analyse à partir du sang prélevé in vivo, le peptide intègre, en équilibre entre la forme libre
et  liée  (majoritaire),  est  retrouvé  dans  la  fraction  libre  du  plasma,  alors  que  les  produits  de
dégradation  (majoritairement  retrouvés  sous  forme libre)  ont  largement  été  éliminés.  Cela  peut
fournir un élément d'explication des observations a priori paradoxales de stabilité apparente lors de
l'analyse de la fraction libre du plasma prélevé aux animaux 180 min après injection de [99mTc]-L-
B2702p1  (marqué  via Isolink)  et  [99mTc]-HYNIC-L-B2702p1,  en  comparaison  de  l'instabilité
observée dans les expériences in vitro.
Répartition sanguine.  L'étude de la répartition sanguine ne présente qu’un intérêt limité dans le
cas de peptides dégradés – ce qui est le cas des peptides fluorés et des peptides téchnétiés de la série
L. Le peptide [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink) a été étudié en modèle animal. Que ce soit in
vivo ou in vitro, l'activité retrouvée dans la fraction libre du plasma représente 30 ± 9% (le reste de
l'activité étant lié aux protéines plasmatiques et aux cellules sanguines dans une proportion 2.8:1)
Les peptides de la série D marqués au technétium-99m présentent quant à eux une bonne stabilité
sanguine. La proportion de peptide radiomarqué retrouvée dans la fraction libre est très faible dans
le cas de [99mTc]-D-B2702p1 (via Isolink) : 3 ± 2% sur l'ensemble des analyses in vitro (la grande
majorité du peptide étant liée aux protéines plasmatiques et aux éléments figurés du sang à 2.6:1).
Cette faible activité explique le profil « bruité » obtenu lors de l'analyse in vitro (Figure 11). Lors de
l'incubation  de  [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1  dans  le  sang,  27 ± 4%  de  peptide  radiomarqué  est
retrouvé dans  la  fraction  libre  du plasma (la  fraction  majoritaire  étant  alors  liée  aux protéines
plasmatiques).
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  4.1.4 Étude sur modèle animal
   4.1.4.1 [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink)
L'évaluation in vivo est essentiellement focalisée sur l'objectif de reproduire les résultats antérieurs
obtenus  avec  le  peptide  [99mTc]-L-B2702p1  (marquage  Isolink) qui  avait  fourni  des  résultats
préliminaires très  encourageants  (Dimastromatteo 2010).  La présente étude a  été  menée sur  un
grand nombre d'animaux (n = 29) dans le modèle de lésion focale induite par ligature complète
d'une  artère  carotide  ainsi  qu'un  nombre  plus  réduit  d'animaux (n = 3)  âgés  de  35  semaines  et
nourris avec un régime hypercholestérolémiant, présentant des lésion sur l'aorte. L'étude de stabilité
affinée qui a démontré le défaut de stabilité de ce peptide dans le sang (cf.  3.2) a été effectuée après
cette étude. Dans la majorité des cas, l'imagerie double modalité SPECT/CT a été menée sur un
équipement de haute sensibilité et résolution dédié à l'imagerie du petit animal (nanoSPECT/CT,
Bioscan), et a été systématiquement appuyé par des résultats provenant de l'analyse effectuée  ex
vivo.
Imagerie. L'imagerie SPECT/CT du peptide [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink) dans le modèle
de carotide ligaturée a montré un point chaud situé dans la région cervicale du côté où la ligature a
été effectuée, pour la majorité des animaux étudiés. Le site de ligature ne pouvant être repéré par
l'acquisition  CT,  ce  point  chaud  a  systématiquement  été  recherché  sur  l'image  issue  de  la
reconstruction de l'acquisition  SPECT sur  une zone anatomiquement  pertinente  au vu du geste
chirurgical mais tout de même assez large. En l'absence de point chaud symétrique la quantification
par rapport à une zone symétrique à l'axe sagittal médian donne un rapport > 1. L'image présentant
une faible dynamique en l'absence de point chaud franc, il est possible d'identifier des points chauds
d'amplitude  similaire  dans  d'autres  localisation,  non  pertinentes  au  vu  de  l'intervention.  Ceci
représente une limitation majeure à cette technique d'évaluation de fixation focale. De plus, le point
chaud repéré  a  été  retrouvé dans  certains  cas  en  continuité  avec  d'autres  zones  présentant  une
activité importante (à l'échelle utilisée) ; ceci limite l'interprétation de ce signal comme provenant
d'un captation focale au niveau de la lésion carotidienne. Les rapports lésion-sur-contrôle trouvés
sont compris entre 1.10 ± 0.18 et 1.43 ± 0.65 dans les différentes séries expérimentales menées et ne
présentent pas de différences significatives entre eux. La rapport lésion-sur-contrôle déterminé en
imagerie SPECT lors de l'étude antérieure était de 1.58 (rapport des moyennes). Il est à noter que
les acquisitions n'ont pas été effectuées sur le même système d'imagerie. Celui utilisé dans les séries
expérimentales présentées (nanoSPECT/CT, Bioscan) est un système à quatre têtes d'acquisitions
avec collimation multi-sténopée, alors que dans le cas de l'étude antérieure il s'agit d'un système
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avec une seule tête d'acquisition et avec une collimation à ouverture unique (Biospace) le rendant
ainsi moins sensible. Par ailleurs, du fait de la taille des ouvertures et de la géométrie du système
(distance  de  la  source  par  rapport  à  la  surface  d'acquisition),  la  résolution  est  également  bien
inférieure dans le cas de l'étude antérieure. Dans le cas de l'étude d'imagerie planaire (Lot #3 série
3), aucune différence entre le côté présentant la ligature et le côté controlatéral n'a pu être observée,
avec un rapport de quantification lésion-sur-contrôle de 1.02 ± 0.17 (résultats non présentés) tandis
que l'étude antérieure faisait ressortir de l'imagerie planaire un rapport de 1.21 ± 0.07.
Biodistribution ex vivo. Les résultats ex vivo mettent en évidence une grande variabilité dans les
profils de biodistribution après injection de [99mTc]-L-B2702p1 (marquage Isolink) suivant les séries
expérimentales, réalisées à quelques mois d'intervalle. La constatation de ces différences – dès la
première  série  expérimentale  réalisée  –  a  immiscé  un  doute  quant  à  l'identité  des  molécules
utilisées.  Ainsi,  deux synthèses  de novo du peptide L-B2702p1 ont  été  réalisées  par  la  société
Eurogentec, SA (troisième synthèse) et par le Département de Chimie Moléculaire de l'université
Grenoble  I  (DCM),  correspondant  aux  lots  3  et  4  respectivement  –  les  lots  1  et  2,  classés
chronologiquement par date de synthèse, ayant été produit par Eurogentec SA (première et seconde
synthèses).  In fine, l'identité des quatre lots a été confirmée par séquençage. Dans l'ensemble des
cas, les résultats ex vivo n'ont pas permis de mettre en évidence de captation focale du peptide dans
la lésion induite par ligature de la carotide. Sur les cinq séries expérimentales, le ratio de captation
entre  la  carotide  présentant  une  lésion  –  au  sein  de  laquelle  l'expression  de  VCAM-1  a  été
confirmée  par  immunohistochimie  –  et  la  carotide  controlatérale  contrôle  était  compris  entre
0.77 ± 0.21 et  1.05 ± 0.38 (significativement  inférieur  au ratio  de l'étude antérieure 2.63 ± 1.36,
dans 4 séries sur 5, P < 0.05, la dernière série étant à la limite de la significativité P = 0.05). La
fixation  lésionnelle  présente  également  de  fortes  variations  entre  les  5  séries  expérimentales
(1.23 ± 0.30 %ID/g à 7.02 ± 2.67 %ID/g), tout comme l'activité d'autres tissus ou organes prélevés
ex vivo. Une élimination de l'activité par voie hépato-biliaire et urinaire a été constatée. À noter que
cette analyse porte sur un produit dégradé dans le plasma ; l'activité correspond donc aux produits
de dégradation du peptide ; ceci peut être un élément d'explication de la variabilité observée dans
les valeurs de biodistribution.
   4.1.4.2 [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1
Le peptide de série D, HYNIC-D-B2702p1 radiomarqué au technétium-99m a été le seul peptide
dont la stabilité dans le sang de souris s'est révélée satisfaisante in vivo ; l'autre peptide stable étant
D-B2702p1 radiomarqué au téchétium-99m par la méthode Isolink qui n'a pas été étudié in vivo à
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défaut d'avoir démontré la fixation à la molécule cible. Dans le cas de [99mTc]-HYNIC-D-B2702p1,
la fixation à VCAM-1 n'a pas non plus été démontrée comme discuté ci-dessus, cependant lorsque
cette  étude  in  vivo a  été  menée,  des  doutes  subsistaient  sur  la  méthodologie  employée  pour
l'évaluation de l'affinité, et en l'absence de certitude, l'expérimentation préliminaire sur un faible
effectif (n = 3) ici décrite a été mise en place. Cette série expérimentale a été réalisée sur le modèle
de souris apoE-/- sous régime hypercholestérolémiant, préféré au modèle de ligature pour la taille
plus importante des lésions ainsi que la possibilité de les identifier par CT (Wait et al. 2013). Cette
expérimentation se voulant la plus complète possible sur un faible effectif, la caractérisation in vivo
de la molécule a été réalisée par une analyse cinétique en SPECT et complétée par une étude  ex
vivo incluant une analyse en autoradiographie de l'aorte.
Biodistribution. Les images SPECT n'ont pas permis d'identifier les lésions athéromateuses suite à
l'injection du peptide ; le volume d'intérêt situé au niveau de la crosse aortique porteuse de lésions a
présenté une activité proche de l'activité sanguine sur l'ensemble des temps d'imagerie. L'analyse ex
vivo a montré une activité vasculaire plus importante que l'activité sanguine mais peu discriminante
entre le tissu vasculaire sain et les lésions. La faible variation observée peut aisément être expliquée
par une variation de distribution, en absence de toute fixation spécifique, liée aux propriétés de
diffusion de la molécule au sein de tissus aussi différents qu'une paroi vasculaire saine et une plaque
athéromateuse. Ce peptide, stable dans le sang, est éliminé par voie urinaire.
 4.2 Étude FDG
  4.2.1 Principaux résultats FDG
L'imagerie  haute  résolution  sur  un système à  double  modalité  PET/CT a  été  réalisée  dans  des
conditions considérées a priori comme les plus favorables pour cette imagerie de l’athérosclérose
au  FDG  chez  les  souris  apoE-/-.  Une  accumulation  de  FDG  a  été  observée  dans  le  médiastin
supérieur, où se situe la crosse aortique présentant des lésions athéromateuses étendues, cependant
cette  accumulation  n'a  pas  été  identifiée  comme  provenant  principalement  de  lésions
athéromateuses focales. En effet, même si l'analyse ex vivo a permis de démontrer une captation de
FDG élevée dans les lésions aortiques corrélée à l'état inflammatoire de la plaque ainsi que de bons
ratios lésion-sur-sang et lésion-sur-paroi saine, une forte accumulation de FDG dans les tissus à
proximité de ces lésions, en particulier dans le BAT péri-aortique localisé en continuité avec le tissu
adventitiel,  a également été observée.  L'activité  mesurée dans le  BAT péri-aortique est  3.2 fois
supérieure  à  celle  retrouvée  dans  les  lésions  athéromateuses  du  groupe  contrôle  (groupe  A).
L'optimisation des conditions expérimentales a permis de réduire de 3.1 fois cette captation entre les
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groupes A et B, en conséquence elle est du même ordre de grandeur que celle observée dans les
lésions athéromateuses dans ce groupe. L'utilisation de propranolol n'a pas permis de diminution
supplémentaire  de  la  captation  du  FDG  dans  le  BAT péri-aortique  entre  les  groupes  B  et  C
(P = NS). Ainsi, pour l'ensemble des conditions expérimentales, le BAT péri-aortique joue une rôle
signification dans la captation de FDG observée sur les images in vivo.
  4.2.2 Rationnel des conditions expérimentales
Jeûne. Le FDG est un analogue du glucose ; l'imagerie au FDG implique donc que la captation de
glucose (i.e. FDG) soit minimale dans les tissus non ciblés et maximale dans les tissus à imager.
Dans ce cadre, la réduction de la glycémie, et donc de l'insulinémie permet de réduire la captation
de  FDG  dans  les  tissus  insulinosensibles  alors  que  sa  captation  dans  les  tissus  non  insulino-
sensibles est maintenue, voire augmentée grâce à l'augmentation de sa biodisponibilité. Parmi les
tissus  non  insulino  sensibles,  ou  plus  exactement  dans  lesquels  l'insuline  est  sans  effet  sur  le
transport du glucose, on trouve les cellules inflammatoires (Ahmed, Kansara, et Berridge 1997). Le
jeûne d'une nuit permet de réduire la glycémie ; les souris apoE-/- incluses dans le cadre de cette
étude présentent une valeur de glycémie à jeun de 83 ± 13 mg/dL.
Anesthésie. Au cours de l'anesthésie, un certain nombre de tissus ne sont que faiblement stimulés
(cerveau et muscles squelettiques principalement). Il peut donc raisonnablement être supposé que
ces  tissus  présentent  un  métabolisme  basal  et  donc  une  faible  captation  de  FDG.  L'anesthésie
gazeuse à l'isoflurane a été évitée en raison de l'élévation de la captation myocardique de FDG
qu'elle entraîne (Toyama et al. 2004) ; bien que son effet sur l'inhibition de la thermogenèse (Ohlson
et al. 2004) eut été favorable dans le cadre de cette étude, cette inhibition a été réalisée par d'autres
moyens (cf. ci-dessous). L'anesthésie par injection d'un mélange de kétamine/xylazine n'a pas été
utilisée pour éviter l'importante hyperglycémie qu'elle entraîne. Au final, le choix de l'anesthésique
s'est porté sur l'infusion i.p. de pentobarbital sodique avec lequel de plus modestes artefacts liés à
l'anesthésie sont escomptés  (K.-H. Lee  et al. 2005). L'évaluation  ex vivo de la biodistribution de
FDG montre une activité sanguine plus faible chez les animaux maintenus vigiles (groupe A) que
chez les animaux anesthésiés (groupes B) et également une plus faible captation dans un certain
nombre de tissus  (e.g.  poumons,  tissu adipeux blanc,  intestin,  foie,  rate),  interprétée comme la
conséquence d'une plus faible biodisponibilité de FDG. La captation dans le cerveau des animaux
vigiles n'est pas significativement supérieure à celle des animaux sous anesthésie, et elle n'est pas
non plus systématiquement significativement supérieure dans l'ensemble des muscles squelettiques
évalués bien que cette tendance anticipée soit systématiquement observée.
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Temps d'étude. Les temps d'imagerie finale (150 à 180 min p.i.) et d'euthanasie (3 h p.i.) sont des
temps relativement tardifs par rapport aux temps d'imagerie communément employés pour réaliser
l'imagerie  au  FDG.  La  majorité  des  études  évaluant  la  captation  du  FDG  dans  les  lésions
athéromateuses chez la souris se place vers 1 h p.i.  (Laurberg et al. 2007; Nahrendorf et al. 2008;
Zhao et al. 2008; Silvola et al. 2011). Le choix de ce temps d'imagerie a été ouvertement critiqué,
jugé trop précoce, aussi bien pour l'imagerie de l'athérosclérose chez l'homme que dans les modèles
animaux et résultant en un faible contraste. Un temps d'imagerie de 3 h p.i. été recommandé (Rudd
et al. 2007). Suivant ces arguments, nous, comme d'autres (Hag et al. 2012), avons choisi un temps
plus tardif.  Ce temps d'imagerie tardif peut également être questionné au vu des enseignements
apportés par l'imagerie dynamique à deux temps (dual-time point imaging) développée précisément
pour  discriminer  la  captation  tumorale  des  signaux  positifs  correspondant  à  des  processus
inflammatoires ;  ces  derniers  sont  identifiés  au  temps  précoce  et  présentent  une  diminution
importante  à  des  temps plus  tardifs   (Zhuang  et  al. 2001).  Ce phénomène est  toutefois  moins
marqué dans le cas de l'inflammation chronique que de l'inflammation aiguë (G. Cheng et al. 2013).
Une étude sur l'inflammation vasculaire réalisée chez l'homme montre que l'imagerie à 3 h p.i. n'est
pas  significativement  plus  avantageuse  que  l'imagerie  à  1 h  p.i.  (Menezes  et  al. 2009).  Enfin,
l'accumulation de FDG dans la graisse brune avec le temps a également été montrée (Esen Akkas et
al. 2011).
Température. Les animaux contrôles (groupe A) ont été maintenus vigiles à température ambiante.
Il en résulte une captation de FDG élevée dans le tissu adipeux brun, témoignant d'une activation de
ce  tissu  impliqué  dans  la  thermogenèse  (Cannon  et  Nedergaard  2004).  Afin  de  maintenir  leur
température, les animaux anesthésiés (groupes B et C) ont été chauffés à 37°C. Cette température,
en se trouvant au delà de la zone de thermoneutralité des animaux, a permis de réduire la captation
de FDG dans le tissu adipeux brun, aussi bien au niveau scapulaire que péri-aortique.
Propranolol.  L'utilisation du propranolol a permis une réduction de la captation du FDG dans la
graisse brune de rat, par inhibition des répéteurs β3-adrénergiques largement exprimés dans ce tissu
(Tatsumi  et al. 2004). Dans l'étude présentée ici,  l'utilisation du propranolol (groupe C) n'a pas
permis de réduire la captation de FDG dans la graisse brune au-delà de ce qui avait été obtenu en
maintenant les animaux à 37°C (groupe B). Il est intéressant de noter que l'unique tissu où l'on
observe  une  différence  entre  ces  deux groupes  est  le  tissu  myocardique ;  celui-ci  présente  une
captation de FDG plus importante après injection de propranolol. Cela peut-être mis en rapport avec
une plus forte glycémie au temps d'injection constatée dans cette condition.  L’interprétation qui
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peut-être  proposée  est  que  cette  élévation  de  glycémie  pourrait  entraîner  une  augmentation  de
l'insulinémie et  donc une restauration du métabolisme glucidique du myocarde.  La question du
mécanisme entraînant  l'augmentation de glycémie  une heure  après  injection  de  propranolol  par
rapport aux souris non traitées avec l'inhibiteur, qui présentaient une glycémie à jeun comparable,
apparaît a priori comme contradictoire avec l'effet hypoglycémiant tissulaire connu des β-bloquants
et  n'a  pas  été  davantage  étudiée  puisque  sortant  du  cadre  de  l'étude.  Toutefois,  des  éléments
d'explication peuvent être avancés. Les effets hyperglycémiants de toute anesthésie sont connus,
même si ces effets restent relativement limités avec l'utilisation de pentobarbital sodique par rapport
e.g.  à  l'utilisation  de  mélange  kétamine/xylazine  (Fueger  et  al. 2006) et  l'effet  délétère  du
propranolol sur le contrôle de la glycémie est également connu (Fonseca 2010) ; l'association de ces
deux phénomènes pourrait expliquer la différence de glycémie entre les deux groupes et donc la
différence de captation myocardique de FDG.
  4.2.3 Mise en perspective des résultats
   4.2.3.1 Captation lésionnelle
Paramètres  influençant  la  captation  lésionnelle.  La  captation  de  FDG  au  sein  des  lésions
athéromateuses a été positivement corrélée à l’infiltration des macrophages. Cette corrélation est à
la base même du principe d'imagerie de l'athérosclérose en utilisant le FDG. Elle a d'ores et déjà été
rapporté  dans  le  modèle  d'athérosclérose  chez  le  lapin  (Ogawa  et  al. 2004) et  chez  l'homme
(Tawakol et al. 2006). En utilisant une méthodologie similaire à celle de l'étude présentée ici, une
corrélation entre la captation de FDG et l'infiltration de macrophages à été rapportée chez la souris
apoE-/- à  2 h p.i.  (Zhao  et  al. 2011),  mais  pas  lorsque  l'évaluation était  effectuée à  20 min p.i.
(Matter et al. 2006). Ces observations tendent à valider le fait que les macrophages jouent un rôle
majeur dans la captation du FDG dans les lésions athéromateuses. Il est intéressant de noter que la
captation de FDG dans les plaques  est  influencée par  l'état  de différenciation des macrophages
(Ogawa  et al. 2012) ; une captation plus importante par des macrophages peu différenciés a été
observée, tandis que les cellules spumeuses ne présentent qu'une captation relativement modérée de
FDG. Dans le modèle utilisé,  des lésions  apparaissent  dans la crosse aortique dès 20 semaines
(Broisat et al. 2011). Les animaux de 36 ± 2 semaines inclus dans l'étude présentent des lésions de
taille importante, favorable à l'imagerie pour cette raison. Cependant, à cet âge relativement tardif il
se pourrait  que les cellules présentent majoritairement des caractéristiques de cellules fortement
différenciées pour ce qui est de la captation du FDG. L'état d'hypoxie des tumeurs influence la
captation de FDG (Rajendran et al. 2004)  ; ce paramètre influence également la captation de FDG
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par  les  cellules  inflammatoires  (Folco  et  al. 2011).  La  présence  d'hypoxie  dans  les  plaques
d'athérome  murines  est  un  fait  avéré  (Parathath  et  al. 2011) ;  la  présence  de  lésions  de  taille
importante, potentiellement fortement hypoxiques, est donc un facteur favorisant la captation de
FDG.
Comparaison aux données de la littérature. La valeur de fixation lésionnelle de FDG dans les
plaques déterminée à 3 h p.i. par autoradiographie n'a pas présenté de différence entre les groupes
expérimentaux ; pour l'ensemble des animaux de l'étude elle a été déterminée à 5.5 ± 2.3 %ID/g soit
1.5 ± 0.6 DUR. Les études antérieures évaluant le FDG dans un modèle murin d'athérosclérose ne
présentent pas de données quantitatives quant à la fixation lésionnelle pure. Une partie des études ne
présentent que des données de quantification d'imagerie PET (Nahrendorf et al. 2009; Bonaterra et
al. 2012), qui du fait de la résolution spatiale de l'imagerie PET, ne permettent que de quantifier les
vaisseaux  (athéromateux)  dans  leur  ensemble.  Les  valeurs  de  captation  de  FDG  ex  vivo sont
généralement évaluées sur aorte (entière ou segments) (Laitinen et al. 2006; Laurberg et al. 2007;
Zhao et al. 2008; Hag et al. 2012) ou, dans le cas d'études autoradiographiques, seuls sont présentés
des rapports de fixations entre les lésions et la paroi saine, sans données quantitatives quant à la
fixation lésionnelle  (Silvola  et al. 2011) ou alors il s'agit de quantification relatives  (Zhao  et al.
2007; Zhao  et al. 2011). L'étude par Matters  et al. (Matter  et al. 2006) fait exception avec des
analyses d'images autoradiographiques présentant des échelles ajustées en SUV. Cependant, seule la
SUV (DUR) maximale dans la plaque est présentée : 2.4 ± 0.5 évalué à 20 min p.i.
Les rapports de captation lésion-sur-paroi saine de notre étude sont du même ordre de grandeur que
ceux  rapportés  dans  la  littérature  par  étude  autoradiographique  sur  coupes  d'aorte  à  1.5 h  p.i.
(Silvola et al. 2011) ou sur étude d'aorte en face à 3 h p.i. (Matter et al. 2006). Dans les deux études
précédemment citées, le rapport de fixation a été évalué à 2.4 ± 0.4 et à 2.6 ± 0.9, respectivement,
contre  3.0 ± 1.8  dans  l'étude  présentée  ici.  Le  rapport  de  fixation  lésion-sur-sang,  couramment
évalué par quantification d'imagerie dans le cadre d'études effectuées chez l'homme, et dénommé
TBR (target-to-background ratio), n'est pas présenté dans les études de captation de FDG dans les
modèles murins d'athérosclérose. Chez la souris, la faible taille des structures à imager et le faible
calibre  des  vaisseaux  au  regard  de  la  résolution  spatiale  de  l'imagerie  PET  ne  permet  pas
l'évaluation de ce rapport in vivo.
La captation dans l'aorte (entière ou segment, e.g. crosse aortique) est plus souvent rapportée. La
méthodologie choisie dans le cadre de notre étude est incompatible avec l'obtention de cette donnée
au niveau de la crosse aortique, une comparaison directe n'est donc pas possible. Cependant, il est
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intéressant de noter que cette valeur dépend de l'étendue des lésions athéromateuses dans le tronçon
artériel étudié et peut difficilement être comparée entre les différentes études. Ainsi, Laitinen et al.
(Laitinen et al. 2006) ont rapporté une valeur de captation de FDG aortique de 0.41 ± 0.16 %ID/g,
évaluée à 1 h p.i. pour des souris LDLR/apoB48. Dans l'étude publiée par Hag  et al. (Hag  et al.
2012), la captation aortique s'élevait à 1.2 SUV (DUR), pour des souris apoE-/- de 32 semaines sous
régime.  Laurberg  et  al. (Laurberg  et  al. 2007) montrent  une  captation  de  FDG dans  la  crosse
aortique  de  souris  apoE-/- de  34-35  semaines  non  mises  à  jeun  de  3.6 ± 1.8 %ID/g,  contre
11.1 ± 6.6 %ID/g dans l'aorte thoracique décrite comme dépourvue de lésions. Les auteurs discutent
cela  en  rapport  avec  la  faible  cellularité  des  lésions  avancées :  même  en  présence  de  cellules
inflammatoires présentant une forte captation, leur faible densité dans des lésions majoritairement
constituées  d'éléments  extra-cellulaires  (fibres  de  collagène,  protéoglycanes,  lipides,  tissu
nécrotique, calcifications) résulte en une captation modérée de FDG dans les plaques.
   4.2.3.2 Tissu adipeux brun péri-aortique
Une captation importante dans le BAT péri-aortique a été observée dans le cadre de cette étude.
Cette captation a pu être réduite chez l'animal anesthésié et maintenu à 37°C avant et durant toute la
période  d'accumulation  du FDG par  rapport  à  l'animal  vigile  maintenu à  température ambiante
durant  la  période  d'accumulation  du  FDG,  passant  de  17.6 ± 10.7 %ID/g  à  5.7 ± 3.7 %ID/g
(P < 0.05). L'administration de propranolol, décrit pour diminuer la captation de FDG dans le BAT
chez le rongeur (Tatsumi et al. 2004), n'a pas permis de réduire davantage la captation de FDG dans
ce tissu (5.7 ± 3.7 %ID/g à  5.8 ± 4.4 %ID/g,  P = NS).  Cependant,  même réduite,  cette  captation
reste du même ordre de grandeur que la captation dans les lésions athéromateuses.  Une captation
importante de FDG dans le tissu adipeux péri-aortique (8.1 ± 2.5%ID/g à 1 h p.i.) a d'ores et déjà
été  rapportée  dans  un  modèle  murin  d'athérosclérose  (Laitinen  et  al. 2006),  cependant  cette
observation et son implication quant à l'imagerie in vivo n'a pas été discutée.
L'étude par Laurberg et al. (Laurberg et al. 2007) a montré une captation de FDG similaire entre le
BAT inter-scapulaire et la crosse aortique ; cette captation apparaît comme relativement modérée
par rapport aux données de l'étude présentée ici. Pour les auteurs de cette étude, cette forte captation
est un problème pour l'imagerie des structures proches, tel que la crosse aortique. Cette proximité
anatomique  (~ 5 – 10 mm)  est  d'un  tout  autre  ordre  de  grandeur  par  rapport  à  la  proximité
immédiate du BAT péri-aortique avec la paroi vasculaire comme étudié ici.
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   4.2.3.3 Imagerie PET/CT
Signal PET. La captation de FDG a été évaluée par quantification d'image dans un volume d’intérêt
sphérique  de  0.6 mm3 (soit  0.5 mm de  rayon)  centré  sur  des  lésions  présentes  dans  la  crosse
aortique, identifiées par CT. La visualisation de lésions athéromateuses au CT a précédemment été
décrite  (Wait  et  al. 2013).  Le  VOI a  été  placé  grâce  à  des  repères  anatomiques ;  l'absence  de
captation focale à ce site anatomique témoigne de la relative homogénéité de captation entre les
lésions athéromateuses et les structures proches (BAT péri-aortique,  thymus, poumons) dans les
conditions d'imagerie optimisées (groupes B et C). L'activité du VOI a pu être corrélée positivement
à la captation dans le BAT péri-aortique mais pas à l'activité des lésions, du tissu aortique dépourvu
de lésions ni à l'activité sanguine. Au vu de leur localisation anatomique, ces quatre tissus sont
considérés comme constitutifs du VOI et, au vu de la résolution spatiale de la caméra, ne peuvent
être distingués sur l'image (Figure 28).
L'activité du VOI est proportionnelle à la somme des produit du volume de chaque tissu constitutif
du VOI  par son activité respective (Eq. 11) :
AVOI =
1
VVOI
∑
i
Ai Vi (11)
avec AVOI et VVOI l'activité et le volume du VOI et (Ai) et (Vi) les activités et les volumes des tissus
constitutifs du VOI. A noter qu'une formule analogue peut s'appliquer pour tout volume élémentaire,
de dimension correspondant à la résolution spatiale suivant les trois axes (composé de plusieurs
voxels, la définition de l'image excédant sa résolution), dans la composition duquel entrent plusieurs
tissus distincts (effet volume partiel) (Soret, Bacharach, et Buvat 2007).
Au vu de ces considérations, il n'est pas étonnant que l'activité des tissus présentant une importante
captation de FDG et/ou occupant un volume important dans le VOI corrèlent avec l'activité du VOI.
Il en résulte que le VOI centré sur les lésions aortiques identifiées dans la crosse de l'aorte n'est pas
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Figure 28. Exemple d'un VOI sphérique 
de 0.5 mm de rayon (cyan) présenté sur 
coupe sagittal d'image PET/CT avec une 
coupe histologique de crosse aortique à 
échelle superposée (A). L'acquisition de 
fantôme (mini-Jaszczak, diamètre des 
colonnes de 1.0 mm à 1.5 mm) effectuée 
dans les conditions d'acquisition des 
images PET (B). Barre d'échelle : 2 mm.
BA
Partie expérimentale : Imagerie
discriminant de l'activité lésionnelle mais reflète principalement l'activité dans le BAT péri-aortique.
L'étude de la SUV maximale présente un intérêt pour estimer l'activité d'une structure soumise à
l'effet de volume partiel :  la quantification de la structure soumis à l'effet de volume partiel  est
moins sous estimée que lorsque l'on étudie la SUV moyenne   (Soret, Bacharach, et Buvat 2007).
Cependant, cette estimation n'est valable que pour les structures présentant une captation supérieure
à celle des structures adjacentes, ce qui n'est pas le cas ici, puisque la captation dans la BAT péri-
aortique est au mieux du même ordre de grandeur que la captation lésionnelle que l'on cherche à
quantifier.
L'évaluation dans l'aorte thoracique descendante n'a pas été  appuyée par des données d'analyse
autoradiographiques, cependant du BAT péri-aortique est également retrouvé à ce niveau et une
problématique similaire est donc rencontrée.
Comparaison avec les données de la littérature. L'activité mesurée dans les VOI correspondant
à la crosse aortique et à l'aorte thoracique descendante était supérieure dans le groupe A par rapport
aux groupes B et C ; c'est également le cas de la captation dans le BAT péri-aortique à laquelle
l'activité du VOI est fortement corrélée. Cette captation s'élève à 1.4 ± 0.5 et 1.2 ± 0.3 SUV pour le
groupe A, 0.9 ± 0.2 et 0.8 ± 0.1 SUV pour le groupe B et 1.0 ± 0.2 et 0.9 ± 0.1 SUV pour le groupe
C  au  niveau  de  la  crosse  aortique  et  de  l'aorte  thoracique  descendante  respectivement.  Pour
comparaison, ceci correspond à une gamme de valeurs moyennes de 3.0 – 4.6 %ID/mL dans le
cadre de cette étude.
Comme mentionné précédemment, l'étude par Laurberg et al. (Laurberg et al. 2007) n'a pas permis
de visualiser les lésions aortiques ou se développant dans les carotides ligaturées dans le modèle de
souris apoE-/-. Une partie de cet échec a été attribuée à la forte captation de FDG dans le BAT inter-
scapulaire, une autre à la faible cellularité des lésions résultant en une faible accumulation de FDG.
L'étude de Laurberg et al. a été critiquée par d'autres auteurs (Rudd et al. 2007) pour le choix du
modèle  animal  (dimension  des  lésions  et  proximité  avec  des  structures  présentant  une  forte
captation)  incompatible  avec  l'imagerie  PET et  pour  le  temps  d'imagerie  choisi  (1 h  p.i.,  jugé
comme trop précoce). Ce temps d'imagerie a pourtant été utilisé dans d'autres études identifiant des
lésions athéromateuses dans un modèle murin d'athérosclérose. Ainsi, la souris apoE -/- a présenté un
signal dans la crosse aortique quantifié à ~ 0.9 SUV dans l'étude par Nahrendorf et al. (Nahrendorf
et  al. 2008) et  à  1.4 SUV dans l'étude par  Bonaterra  et  al. (Bonaterra  et  al. 2012).  La  souris
LDLR-/-/apoB100/100,  avec  en  plus  une  délétion  de  IGF-II,  a  présenté  un  signal  identifié  comme
provenant de la crosse aortique quantifié à ~ 3.6 %ID/g au mieux (Silvola et al. 2011). Dans cette
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étude, les animaux présentent une forte captation de FDG dans le myocarde, probablement due à
l'utilisation d'une anesthésie à l'isoflurane, à la limite des zones quantifiées. Ces trois études ne
présentent pas de données ex vivo quantitatives quant à la captation de FDG quantifiée sur l'image
in vivo.  Une étude par Hag  et al. (Hag  et al. 2012), réalisée dans des conditions expérimentales
semblables  à  celles  de  l'étude  présentée  ici  (souris  apoE-/- sous  régime hypercholestérolémiant,
mises  à  jeun sur  la  nuit,  anesthésiées,  chauffées  et  imagés  à  3 h p.i.)  a  montré  des  valeurs  de
quantification d'imagerie PET analogues aux nôtres de ~1.8 SUV (moyenne du groupe présentant la
captation maximale).  Cette  quantification a été effectuée sur l'ensemble de l'aorte thoracique,  y
compris  la  zone  du  hiatus  aortique  à  proximité  immédiate  du  muscle  diaphragme  thoraco-
abdominal, qui peut présenter une forte captation de FDG. Cette valeur présente une évolution avec
l’âge chez les souris nourries avec un régime hypercholestérolémiant. Une forte corrélation entre la
valeur obtenue par quantification d'imagerie et la valeur de captation aortique déterminée ex vivo a
été observée, bien que cette dernière ait systématiquement été inférieure (1.5 à 2.4 fois plus faible
sur les moyennes par groupes). Un élément pouvant expliquer cette variation est la captation dans le
tissu adipeux brun péri-aortique, quantifié en PET et non compté ex vivo, après nettoyage de l'aorte.
 4.3 Imagerie moléculaire
  4.3.1 Imagerie nucléaire et nature des traceurs
Imagerie nucléaire.  L'imagerie nucléaire est une modalité d'imagerie moléculaire présentant une
haute  sensibilité  mais  une résolution  spatiale  faible.  De plus,  cette  méthodologie  d'imagerie  ne
donne pas accès à l'anatomie du sujet étudié. L'utilisation de l'imagerie bimodale permet de pallier à
ce problème. En effet,  l'acquisition en tomographie à rayons X (CT) effectuée conjointement  à
l'acquisition par modalité d'imagerie nucléaire (SPECT ou PET) permet, avec la coregistration des
images obtenues, d'obtenir  la localisation anatomique précise du signal d'imagerie nucléaire. En
recherchant un signal d'origine vasculaire, il peut être utile d'utiliser un produit de contraste au CT,
permettant une identification plus aisée de la vascularisation. Alternativement, l'identification de
tissus denses au CT peut également être recherchée ; c'est l'approche qui a été retenue dans cette
étude, les lésions athéromateuses aortiques pouvant être identifiées dans le modèle d'étude utilisé
(Wait et al. 2013).
La faible résolution spatiale au regard de la taille des structures à imager (aussi bien en ce qui
concerne les lésions chez l'homme que dans le modèle murin d'athérosclérose au vu de la résolution
des systèmes d'imagerie clinique et dédié au petit animal, respectivement) conduit nécessairement à
un  phénomène  de  volume  partiel.  En  effet,  pour  s'affranchir  de  ce  phénomène,  les  structures
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imagées  devraient  représenter  au  minimum 2 fois  la  résolution  du  système  d'acquisition  selon
chaque axe considéré (Soret, Bacharach, et Buvat 2007). Les lésions humaines les plus importantes
de l'aorte thoracique (grade IV, par échographie trans-œsophagienne) présentent un épaississement
intimal de ≥ 4 mm (Tunick et Kronzon 2000) ; les caméras PET cliniques de dernière génération (de
plus haute résolution que des caméra SPECT cliniques), présentent une résolution spatiale de 4-
8 mm  (Pysz,  Gambhir,  et  Willmann  2010).  Les  lésions  développées  observées  dans  la  crosse
aortique  dans  l'étude  présentée  ici  représentent  au  maximum  ~ 300 μm  d'épaisseur,  pour  une
résolution des caméras SPECT dédiées à l'imagerie du petit animal (de plus haute résolution par
rapport  aux  caméras  PET)  de  l'ordre  de  0.3–1 mm  (Pysz,  Gambhir,  et  Willmann  2010).  Ce
phénomène de volume partiel implique que l'activité dans les lésions estimée par imagerie est sous-
estimée si tant est que les structures adjacentes présentent une captation plus faible que le tissu cible
(contraste nécessaire pour toute imagerie). De ce fait,  une captation importante par rapport aux
tissus adjacents doit être obtenue, sans nécessairement une grande captation absolue, du fait de la
grande sensibilité de l'imagerie nucléaire.
Peptides. Un peptide est une molécule présentant des caractéristiques favorable pour l'imagerie
moléculaire. De par sa faible taille, il  présente une cinétique d'élimination rapide. En supposant
l'accessibilité et une fixation de haute affinité pour son ligand, il en résulte un bon contraste peu de
temps après injection. De plus, sa production est aussi bien plus simple et moins coûteuse que ne
serait celle par exemple d'un anticorps spécifique, qui par ailleurs ne présenterait pas les avantages
du peptide en termes pharmacocinétiques. Le problème de stabilité plasmatique observée pour un
grand nombre de peptides en raison de leur sensibilité aux peptidases peut être pallié par diverses
stratégies  (Mason 2010), notamment l'utilisation d'acides aminées de série D  (Schumacher  et al.
1996).
Analogue du glucose. Le FDG, analogue non hydrolysable du glucose, présente une distribution
équivalente à celle de cet ose simple, dans l'ensemble de l'organisme. Une captation très variable en
fonction des conditions métaboliques est observée dans les différents tissus. La cinétique sanguine
de la fraction non captée (20%) présente une demi-vie sanguine courte (~ 16 min). Il en résulte un
bon contraste dans les tissus présentant un fort métabolisme glucidique dès 30 min p.i. (données
chez l'homme : (Swanson, Chilton, et Thrall 1990)).
  4.3.2 Cibles de l'imagerie
Inflammation  comme  critère  de  vulnérabilité  ciblé.  L'inflammation,  critère  majeur  de
vulnérabilité (Naghavi et al. 2003a), a été retenu comme le plus susceptible d'être visualisé par une
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approche d'imagerie moléculaire. En effet, la taille du corps nécrotique, l'épaisseur de la capsule
fibreuse  et  le  degré  de  sténose  sont  des  critères  morphologiques  ne  se  prêtant  que  mal  à  une
approche consistant à imager un processus moléculaire spécifique. D'autre part, le modèle animal
d'étude ne présente qu'une pertinence limitée pour rendre compte de ces critères car les lésions
rencontrées ne miment pas assez étroitement les lésions humaines pour lesquels ces critères ont été
définis (Bentzon et Falk 2010). Le mécanisme inflammatoire est quant à lui analogue à ce qui est
observé chez l'homme. La fissuration de plaque est un autre critère majeur de vulnérabilité ; l'étude
de la vulnérabilité via ce critère sur un modèle murin apparaît comme peu pertinent. En effet, dans
ce modèle animal, la rupture et la fissuration font l'objet d'importantes controverses (Schwartz et al.
2007). Enfin, la dénudation endothéliale en présence d’agrégation plaquettaire superficielle, dernier
critère majeur de vulnérabilité, est peu favorable à une approche d'imagerie moléculaire. Il s'agit
d'un type de plaques vulnérables distinct, pas sujet à la rupture, et qui est responsable d'une minorité
d’événements coronaires (Falk et al. 2013). De plus, l'érosion de plaque (associé à la présence de
thrombus) n'a pas été rapportée dans le modèle murin d’athérosclérose utilisé ici (Bentzon et Falk
2010).
VCAM-1. La molécule d'adhésion VCAM-1 joue un rôle  majeur  dans  l'initiation du processus
inflammatoire impliqué dans la pathologie athéromateuse. L'expression précoce de VCAM-1 par les
cellules endothéliales présente une implication majeure dans l'initiation de la pathologie  (Ley et
Huo 2001).  Au sein de lésions  athéromateuses développées,  l'expression de VCAM-1 n'est  pas
restreinte uniquement à l'endothélium artériel. En effet, l'expression de VCAM-1 a été décrite au
niveau des cellules musculaires lisses présentes dans le tissu néo-intimal, de l'endothélium des néo-
vaisseaux ainsi  qu'au niveau des cellules inflammatoires  (O’Brien  et al. 1996). L’expression de
VCAM-1 est sous le contrôle de signaux pro-inflammatoires (Osborn et al. 1989). Il en résulte que
l'expression de VCAM-1 reflète l'état inflammatoire des lésions d'athérome. L'imagerie utilisant un
radiotraceur  spécifique  de  VCAM-1  renseigne  sur  l'inflammation  des  plaques  et  donc  leur
vulnérabilité.  Des  études  d'imagerie  de  l'athérosclérose  ciblant  VCAM-1  ont  été  réalisées  via
diverses modalités telles que l'imagerie ultrasonore (Kaufmann et al. 2007), la MRI (McAteer et al.
2007; McAteer  et al. 2008) ou encore l'imagerie nucléaire  (Nahrendorf  et al. 2009; Broisat  et al.
2012) (développé en partie Revue Bibliographique 3.3).
Métabolisme glucidique. Le  FDG est  décrit  pour  s'accumuler  dans  les  cellules  présentant  un
important métabolisme glucidique, ce qui est le cas des cellules inflammatoires présentes dans les
plaques  d'athérome  (Sheikine  et  Akram  2010).  L'accumulation  de  FDG  reflète  donc  l'état
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inflammatoire  des  plaques.  Cependant,  ce  traceur  est  peu  spécifique  et  une  captation  dans  des
structures proches (relativement à la résolution spatiale de l'imagerie PET) peut être gênante pour
rendre compte de l'inflammation. Ceci est notamment le cas pour l'imagerie du petit animal, comme
montré dans l'étude présentée ici. Par ailleurs, la faible cellularité des lésions peut être responsable
d'une faible captation de FDG (Laurberg et al. 2007). Cela peut être le cas de lésions vulnérables
mais peu inflammatoires (e.g. présentant un large cœur nécrotique acellulaire et donc une densité de
cellules  relativement  faible).  La variabilité  de captation de FDG dans différentes  plaques  a été
rapportée  chez  l'homme,  certaines  lésions  ne  présentant  pas  de  captation  supérieure  au  tissu
vasculaire  contrôle  (Okane  et  al. 2006).  Ces  observations  combinées aux difficultés  de réaliser
l'imagerie  coronaire  en  partie  à  cause  du  fort  métabolisme  glucidique  cardiaque,  pas
systématiquement  suffisamment  diminué  par  régime  (Wykrzykowska  et  al. 2009),  montrent
certaines limitations du FDG pour l'imagerie de l'athérosclérose.  Son apport diagnostique ou en
terme de suivi thérapeutique reste encore à déterminer (Sheikine et Akram 2010).
5 Conclusion
L'imagerie de l'athérome vulnérable est un enjeu majeur en imagerie cardiovasculaire. Dans cette
optique, l'imagerie moléculaire de l'inflammation apparaît comme une approche très pertinente.
Une classe de traceurs peptidiques ciblant la molécule d'adhésion VCAM-1, surexprimée dans le
contexte inflammatoire, a été évalué à la suite de travaux antérieurs encourageants. L'évaluation de
ces peptides n'a pas permis de confirmer les résultats obtenus précédemment et a mis en évidence
un  défaut  majeur  de  stabilité  radiochimique.  Compte  tenu  de  ces  résultats,  le  projet  visant  à
développer un radiopharmaceutique destiné à l'imagerie de l'athérosclérose vulnérable sur la base de
ce motif peptidique a été abandonné. 
Par ailleurs, une étude visant à évaluer le FDG dans le modèle murin d'athérosclérose utilisé a été
menée.  La  captation de FDG par  cellules  inflammatoires  dans  les  lésions  a  bien  été  observée.
Cependant,  une  forte  captation  au  niveau du BAT péri-aortique  a  également  été  montrée.  Ceci
implique un faible contraste entre lésions athéromateuses et tissus adjacents, compromettant ainsi
l'imagerie in vivo de l'athérosclérose au FDG dans ce modèle animal. En dépit de ceci, l'évaluation
de l'inflammation des lésions murines avec le FDG, notamment par imagerie autoradiographie ex
vivo, présente un intérêt évident dans le cadre d'étude pré-cliniques sur l'athérosclérose vulnérable.
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Résumé
La maladie coronaire représente un problème majeur de santé publique. Sa manifestation la plus sévère, le
syndrome coronarien aigu, est en grande majorité lié à la rupture de plaques d'athérome vulnérables. Les
travaux effectués dans le cadre de cette thèse portent sur l'étude pré-clinique de la plaque d'athérome dans un
modèle murin : la souris déficiente en apolipoprotéine E (apoE-/-).
La rupture des plaques d'athérome vulnérables survient à la suite d'une élévation des contrainte mécaniques
au niveau de la capsule fibreuse.  Une première partie de ce travail  de thèse porte sur l'évaluation de la
contrainte présente dans la paroi des vaisseaux de souris apoE-/- porteuses de lésions athéromateuses. Ces
lésions présentent une faible rigidité et en conséquence de faibles contraintes. Ces observations donnent un
élément d'explication de l'absence de rupture dans ce modèle animal.
Les plaques d'athérome vulnérables présentent une inflammation importante ; l'imagerie de l'inflammation
vasculaire est une approche pertinente pour l'identification des plaques d'athérome vulnérables. Une seconde
partie de ce travail de thèse porte sur l'imagerie de l'athérosclérose en ciblant le processus inflammatoire chez
la souris apoE-/- avec d'une part l'évaluation de radiotraceurs peptidiques développés au sein du laboratoire et
décrits comme ligands de la molécule d'adhésion VCAM-1, surexprimée dans le contexte inflammatoire, et
d'autre  part  l'évaluation  du  [18F]-fluorodésoxyglucose  (FDG),  décrit  pour  s'accumuler  dans  les  cellules
inflammatoires et le tissu adipeux brun.  L'évaluation poussée des peptides originaux a mis en évidence un
manque de robustesse dans leur comportement biologique. D'autre part, une captation similaire de FDG a été
observée dans les lésions athéromateuses et du tissu le brun péri-aortique se trouvant à proximité chez la
souris apoE-/- . Cette limitation souligne la nécessité de l'optimisation des procédés expérimentaux destinés à
l'évaluation de l'inflammation des lésions d'athérosclérose avec le FDG dans ce modèle animal.
Abstract
Coronary artery disease is  a  major  healthcare  issue.  Acute  coronary syndrome is  mainly caused by the
rupture of vulnerable coronary plaques. This thesis focused on the preclinical study of atherosclerosis in a
mouse model: the apolipoprotein E-deficient mouse (apoE-/-).
Vulnerable plaque rupture is caused by an elevation of mechanical stress in the fibrous cap of atherosclerotic
plaques. The first part of this thesis focused on the parietal stress evaluation in atheromatous lesions from
apoE-/- mouse vessels. Atherosclerotic tissue showed low stiffness resulting in low levels of mechanical stress
in atheromatous lesions. The low level of mechanical stress might account for the atherosclerotic plaque
stability in this animal model.
Rupture-prone vulnerable atheromatous plaques are highly inflammatory;  vascular inflammation imaging
appears therefore as a relevant strategy for vulnerable plaque imaging. The second part of this thesis dealt
with atherosclerosis imaging in the apoE-/- mouse model,  firstly with the evaluation of original  peptidic
radiotracers described as a VCAM-1 binders, an adhesion molecule over-expressed during inflammation, and
secondly  with  the  evaluation  of  [18F]-fluorodeoxyglucose  (FDG),  which  was  shown  to  accumulate  in
inflammatory cells and in the brown adipose tissue (BAT). Advanced evaluation of peptides revealed a lack
of robustness in their biological behavior. A similar FDG uptake was observed in the atherosclerotic lesions
and in the periaortic brown adipose tissue of apoE-/- mouse found in the vicinity. This potential confounding
factor emphasizes the need to carefully design preclinical studies using FDG for the evaluation of lesion
inflammation in this animal model.
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